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1 Einleitung 
Der Arbeits- und Umweltmedizin kommt eine große Bedeutung bei der Erfassung von 
Gefahrstoffexpositionen im beruflichen Umfeld bzw. in der Umwelt zu.  
Sowohl am Arbeitsplatz als auch in der Umwelt sind chemische, biologische und 
physikalische Noxen nachweisbar. Es gibt zahlreiche Expositionsquellen, darunter 
nicht nur die offensichtlichen, wie z.B. ein erhöhter Gehalt an verschiedenen Gasen 
an Arbeitsplätzen der chemischen Industrie oder Kohlenwasserstoffen an 
Tankstellen. Auch Möbel, Teppichböden, Kinderspielzeug sowie Lebensmittel sind 
mögliche Expositionsquellen, mit denen der Mensch täglich in Berührung kommen 
kann. Zusätzlich spielen Lebensgewohnheiten, wie Rauchen, die Aufnahme 
alkoholhaltiger Getränke oder die Einnahme von Medikamenten und Drogen auch 
eine Rolle, wenn es um die Fragestellung geht, welchen Expositionen jemand 
ausgesetzt ist, und wie stark der Körper von diesen Belastungen beeinflusst wird. 
Eine wesentliche Noxe aus der Vergangenheit, in deren Folge es gegenwärtig zu 
vielen Krankheitsfällen kommt, stellt  Asbest dar. 
Asbest ist viele Jahre lang ein Werkstoff gewesen, der sich großer Beliebtheit in 
verschiedenen Industriezweigen erfreut hat. Aufgrund seiner hervorragenden 
technischen Eigenschaften wurde er auch in Deutschland verarbeitet. Erst seit 1993 
besteht gemäß der Gefahrstoffverordnung ein generelles Asbestverbot in 
Deutschland hinsichtlich der Verarbeitung und des Inverkehrbringens (Kraus et al. 
1998). Eine große Zahl an Personen war beruflich oder auch in der Freizeit 
asbestexponiert, zum Teil wissend, zum Teil auch nicht. Die hohen gesundheitlichen 
Risiken, die mit einer Asbestexposition einhergehen, wurden nach und nach erkannt. 
Heute weiss man, dass Asbest Krankheiten wie Pleuramesotheliome, 
Bronchialkarzinome oder Asbestosen verursachen kann. Der präventive Schutz vor 
diesen Krankheiten und die frühzeitige Erfassung im Falle einer Erkrankung haben 
Priorität in der Arbeitsmedizin. In dieser Arbeit soll die Möglichkeit geprüft werden, ob 
sich die Biomarker Hydroxyprolin und Nitrotyrosin in Atemkondensat und Serum zur 
Erfassung von asbestbedingten Lungenfibrosen eignen. 
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2 Möglichkeiten der Expositionserfassung 
Für die Erfassung von Expositionsquellen und um deren mögliche Gefahr für die 
menschliche Gesundheit abschätzen zu können, sind sehr präzise, zuverlässige und 
moderne Methoden nötig. Das primäre Ziel, sowohl der Arbeits- als auch der 
Umweltmedizin, ist dabei der präventive Schutz des Individuums. Die deutsche 
Gesellschaft für Arbeits- und Umweltmedizin (DGAUM) definiert die Arbeitsmedizin 
als die “medizinisch, vorwiegend präventiv orientierte Fachdisziplin, die sich mit der 
Untersuchung, Bewertung, Begutachtung und Beeinflussung der 
Wechselbeziehungen zwischen Anforderungen, Bedingungen, Organisation der 
Arbeit einerseits sowie dem Menschen, seiner Gesundheit, seiner Arbeits- und 
Beschäftigungsfähigkeit und seinen Krankheiten andererseits befasst.“ (DGAUM 
2004). 
Um dieser Anforderung gerecht zu werden, bedient sich die Arbeits-, aber auch die 
Umweltmedizin verschiedener Monitor-Strategien, die sich möglichst ergänzen sollen 
und so einen größtmöglichen Schutz des Individuums zur Folge haben können. 
Die verschiedenen Möglichkeiten des Monitorings sind in Abb. 1 dargestellt. An 
erster Stelle steht das Ambientmonitoring, gefolgt vom Biological Monitoring. Unter 
das Biological Monitoring fallen das Dosismonitoring zur Erfassung innerer 
Belastungen, das Biochemische Effektmonitoring und das Biologische 
Effektmonitoring. Die Bedeutung der einzelnen Monitoring-Strategien für die 
Risikoabschätzung nimmt von links nach rechts  zu (Abb. 1). 
 
Möglichkeiten der Expositionserfassung  
 
 3
 
Abb. 1: Das Biological Monitoring in der Arbeits- und Umweltmedizin – derzeitiger Stand und künftige 
Entwicklungen. (Nach: Angerer 2002) 
 
2.1 Ambient Monitoring  
Das Ambient Monitoring bietet die Möglichkeit, Expositionsquellen in der Umgebung 
von Personen zu erfassen. Als Untersuchungsmedium wird in der Regel Luft, oder, 
zur Bestimmung von partikelgebundenen Noxen, auch Staub verwendet.  
Luftmessungen, z.B. am Arbeitsplatz, können entweder stationär, d.h. an irgendeiner 
Stelle im Raum, oder aber personenbezogen, im Atembereich der Arbeitnehmer, 
durchgeführt werden.  
In Deutschland werden Arbeitsplatzgrenzwerte (AGWs) vom Bundesministerium für 
Arbeit und Soziales (BMAS) festgelegt und in der Technischen Regel für Gefahrstoffe 
900 (TRGS 900) veröffentlicht. 
„Der AGW ist der Grenzwert für die zeitlich gewichtete durchschnittliche 
Konzentration eines Stoffes in der Luft am Arbeitsplatz in Bezug auf einen 
gegebenen Referenzzeitraum. Er gibt an bei welcher Konzentration eines Stoffes 
akute oder chronische schädliche Auswirkungen auf die Gesundheit im Allgemeinen 
nicht zu erwarten sind.“ (§ 3 Abs. 6 GefStoffV). 
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Angegeben wird der AGW in mg/m³ und ml/m³ (ppm). Mit der Neufassung der 
Gefahrstoffverordnung (GefStoffV) am 01. Januar 2005 wurde der AGW eingeführt. 
Dabei ersetzt er als rechtsverbindliche Grundlage die bis dato verwendete Maximale 
Arbeitspatzkonzentration (MAK) und die Technische Richtkonzentration (TRK), die 
durch die „Senatskommission zur Prüfung gesundheitsschädlicher Arbeitsstoffe“ der 
Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG) festgelegt wurden. 
Der AGW schützt den Arbeitnehmer nur vor gesundheitlicher Gefahr, die von einem 
Stoff ausgeht. Häufig sind Luftbelastungen am Arbeitsplatz jedoch auf verschiedene 
Stoffe zurückzuführen, so dass hier eine andere Regel greift, nämlich die TRGS 403, 
die zur Bewertung von Gesundheitsgefahren verursacht durch Stoffgemische 
anzuwenden ist.  
Solange nicht alle Stoffe in der TRGS 903, bzw. 900 aufgenommen sind, greifen für 
diese Stoffe noch immer die BAT, MAK und TRK-Werte, obwohl sie seit in Kraft 
treten der neuen GefStoffV 2005 keine rechtlichen Grundlage mehr haben. 
Richtlinien gibt es aber nicht nur für den Arbeitsplatz, sondern auch für andere 
Bereiche, wie Trinkwasser (Trinkwasserverordnung) und Lebensmittel 
(Lebensmittelgesetz). Im häuslichen Bereich liegen dagegen lediglich 
Orientierungswerte für Hausstaub- und Luftanalysen vor. Diese setzten sich 
zusammen aus Daten, die bei Umweltstudien vom Bundesumweltamt erhoben 
wurden und dann als Beurteilungsgrundlage dienen. 
Das Ambient Monitoring ist die erste Stufe der Monitoring-Strategien. Es ist sehr 
nützlich, um Expositionsquellen quantitativ zu beschreiben. Eine Risikobewertung für 
die Gesundheit exponierter Personen lässt sich daraus alleine allerdings nicht 
ableiten, da die tatsächlich oral, perkutan oder inhalativ aufgenommene Dosis 
hierüber nicht ermittelt wird. 
 
2.2 Biological Monitoring 
Das Biological Monitoring hat eine größere Aussagekraft in Bezug auf das 
Gesundheitsrisiko exponierter Personen als das Ambient Monitoring. Es soll dieses 
jedoch nicht ersetzen, sondern sinnvoll ergänzen. Ein großer Vorteil dieser 
Monitoring-Strategie liegt darin, dass es eine Maßnahme der Individualprävention 
darstellt, bei der das Ausmaß und die Schadstoffbelastung des Menschen und die 
daraus resultierende gesundheitliche Beanspruchung abgeschätzt werden kann 
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(Zielhuis 1980; Angerer und Gündel 1996; Kommission Human-Biomonitoring des 
Umweltbundesamtes 1996; Schaller und Angerer 1998). Besonders bedeutsam ist 
der Zusammenhang zwischen äußerer und innerer Exposition für die Umweltmedizin, 
da zunehmend in sämtlichen Gebrauchsgegenständen, wie Möbel, Teppichen, 
Spielzeuge usw., Schadstoffe ausfindig gemacht werden, deren Auswirkung auf den 
Menschen so besser abgeschätzt werden kann (Angerer 2002). Die Vorteile dieser 
Art des Monitorings wurden in Deutschland bereits früh erkannt und seit dem Ende 
der 60er Jahren kontinuierlich weitergeführt. Im großen Maß dazu beigetragen hat 
die „Senatskommission zur Prüfung gesundheitsschädlicher Arbeitsstoffe“ der DFG, 
da sie die analytischen Arbeiten stetig vorangetrieben hat (Angerer und Schaller 
1976-1999). Seit den 60er Jahren war es mit der Entwicklung der 
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) möglich, Metallanalysen durchzuführen. Mitte 
der 70er Jahre ermöglichten dann immer preisgünstiger werdende GC/MS-
Kombinationen die Bestimmung von organischen Substanzen bis in den pg/l Bereich 
hinein (Angerer 2002). 
 
2.2.1 Dosismonitoring 
Beim Dosismonitoring werden Schadstoffe oder deren Metabolite in 
Körperflüssigkeiten bestimmt. Geeignete Medien hierfür sind Vollblut, Serum und 
Plasma, Urin oder Atemkondensat. Die Dosis des vom Menschen aufgenommenen 
Schadstoffes wird mit Referenzwerten verglichen. Referenzwerte werden bestimmt, 
indem man eine möglichst repräsentative Stichprobe aus der Allgemeinbevölkerung 
auf den entsprechenden Schadstoff hin untersucht. Der Referenzwert ist eine Größe, 
die nur die Hintergrundbelastung der Allgemeinbevölkerung beschreibt, bei der eine 
überdurchschnittliche Exposition gegenüber der Noxe ausgeschlossen wird, 
festgelegt in der Regel durch das 95. Perzentil der Messwerte. Ihm kommt daher 
definitionsgemäß keine gesundheitliche Bedeutung zu (Kommission Human-
Biomonitoring des UBA 1996). Eine Hintergrundbelastung kommt durch Exposition 
gegenüber den oftmals ubiquitär anzutreffenden Noxen zustande. Je nach deren 
Persistenz, dem Alter, Geschlecht, Körpergewicht, Lipidanteil, den individuellen 
Lebensgewohnheiten und anderen Bedingungen, kann sie zusätzlich beeinflusst 
werden (Lewalter und Neumann 1996). 
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Der Biologische Grenzwert (BGW) ist der Grenzwert für die toxikologisch-
arbeitsmedizinisch abgeleitete Konzentration eines Stoffes, seines Metaboliten oder 
eines Beanspruchungsindikators im entsprechenden biologischen Material, bei dem 
im Allgemeinen die Gesundheit eines Beschäftigten nicht beeinträchtigt wird (§ 3 
Abs. 7 GefStoffV). 
 
Die Senatskommission zur Prüfung gesundheitsschädlicher Arbeitsstoffe der DFG 
hat sich bereits 1975 um die Entwicklung einheitlicher und valider analytischer 
Methoden bemüht. Die USA folgte ihrem Beispiel. Die Qualität der Ergebnisse des 
Biomonitorings wird seit 1984 durch Ringversuche der Deutschen Gesellschaft für 
Arbeitsmedizin und Umweltmedizin (DGAUM) abgesichert. 
Die BGW werden in Deutschland vom Bundesamt für Arbeit und Soziales (BMAS) 
festgelegt und in der „Technischen Regel für Gefahrstoffe 903“ (TRGS 903) 
veröffentlicht. 
 
Mit Hilfe des Dosismonitorings können heutzutage praktisch alle relevanten Metalle 
und auch sehr viele organische Lösungsmittel, aromatische Amine, aromatische 
Nitroverbindungen und polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) in 
Körperflüssigkeiten bestimmt werden (Angerer 2002). 
 
2.2.2 Biochemisches Effektmonitoring 
Das Biochemische Effektmonitoring ermöglicht die Messung von biochemischen 
Effekten im menschlichen Körper, verursacht durch die Exposition gegenüber 
Schadstoffen. Geeignete Parameter können Metabolite, Aminosäuren, Enzyme, 
Proteine oder DNA- oder Hämoglobin (HB-) Addukte sein. Veränderungen der 
Konzentration an Metaboliten oder Aminosäuren oder Proteinen, oder aber auch 
Mutationen an Enzymen, die nicht das aktive Zentrum betreffen und somit nicht zu 
einer Funktionsänderung des Enzyms führen, sowie Mutationen an Introns, 
ausgenommen Rasterschubmutationen, die keinen biologischen Effekt verursachen, 
können mit geeigneten Methoden detektiert werden und biochemische Effekte 
aufzeigen. 
Viele genotoxische Substanzen haben die Besonderheit, dass ihre nukleophilen 
Zentren mit der DNA reagieren. Dadurch entstehen Addukte, die als Initialisierung 
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der Kanzerogenese gewertet werden können (Miller und Miller 1966). Die 
Bestimmung von DNA-Addukten ist diffizil, da zum einen die Verfügbarkeit von DNA 
unzureichend ist, die DNA zum anderen eine Vielfalt an Reparaturmechanismen 
besitzt, die eine längerfristige Betrachtung der Schäden verfälschen. In 
Tierversuchen konnte jedoch gezeigt werden, dass die kovalente Bindung 
kanzerogener Schadstoffe an Proteine proportional zu der der Bindung an DNA ist 
(Eide et al. 1993; Kautiainen et al. 1993; Walker et al. 1993; Osterman-Golkar et al. 
1993; Li et al. 2003). Als geeignetes Surrogat hat sich somit die Verwendung von Hb-
Addukten erwiesen (Angerer 2002; Ehrenberg et al. 1993). Hämoglobin ist gut und 
ausreichend verfügbar und verfügt zudem über keinen Reparaturmechanismus. Die 
Erythrozyten haben eine Lebensdauer von etwa 120 Tagen, wobei die 
Altersverteilung homogen ist, so dass die Belastung gemittelt werden kann 
(Schettgen 2005). Das biochemische Effektmonitoring an Hand von Hb-Addukten hat 
an Bedeutung zugenommen (Angerer 2002). 
 
2.2.3 Biologisches Effektmonitoring 
Beim Biologischen Effektmonitoring handelt sich um Messungen erster Reaktionen 
des Körpers auf die Einflüsse von Schadstoffen. Biologische Effekte können eine 
Vielzahl verschiedener Mutationen und Schäden in der Proteinbiosynthese sein, die 
in Folge beispielsweise auch eine veränderte Enzymaktivität bedingen kann. 
Während Mutationen aufwendigere molekularbiologische Methoden zum Nachweis 
erfordern, können Enzymaktivitäten oft einfacher, beispielsweise fotometrisch, 
nachgewiesen werden. 
Das Gesundheitsrisiko eines Menschen kann durch die Bestimmung von 
biologischen Effekten zwar sehr viel besser eingeschätzt werden, als beispielsweise 
nur durch die Bestimmung der inneren Schadstoffkonzentration. Ein großer Nachteil 
dieser Monitoring-Strategie für sich alleine betrachtet liegt jedoch im Zusammenhang 
zwischen dem hier zu beobachtenden Effekt und der ihm zu Grunde liegenden 
Ursache. So können Mutationen z.B. durch verschiedenste Ursachen ausgelöst 
werden und ergeben durch die geringe Spezifität keinen geeigneten Marker für eine 
bestimmte Exposition. 
Betrachtet man Abb. 1 noch weiter rechts, gelangt man zu den 
Vorsorgeuntersuchungen, die dabei helfen sollen, gesundheitliche Effekte frühzeitig 
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zu erkennen. In einigen Fällen lassen sich Erkrankungen wenigstens zum Teil direkt 
auf eine bestimmte Ursache zurückführen. So kann ein Bronchialkarzinom 
beispielsweise mannigfaltige Ursachen haben, wie z.B. Asbestexposition oder 
Rauchen. Ein Pleuramesotheliom gilt im Gegensatz dazu als Signaltumor einer 
stattgehabten Asbeststaubexposition (Kraus 1998; Hammond et al. 1979; Woitowitz 
et al. 1984). In jedem Fall sind Vorsorgeuntersuchungen in der Arbeits- und 
Umweltmedizin von großer Bedeutung, um gesundheitliche Effekte so früh wie 
möglich erkennen und  behandeln zu können. Dazu sind geeignete Methoden mit 
möglichst hoher Sensitivität und Spezifität notwendig. Zur Früherkennung von 
Lungenkrebs wird beispielsweise in der Arbeitsmedizin derzeit die Niedrigdosis-
Mehrschicht-Spiral-Computertomographie (LDMSCT) mit hoher Sensitivität und 
Spezifität eingesetzt (Knoll et al. 2005). 
 
2.3 Die Bedeutung von Atemkondensat als 
Untersuchungsmedium 
Die Lunge ist das Organ, welches aufgrund seiner großen Oberfläche von 70 - 80 m2 
beim erwachsenen Menschen und seiner bedeutenden Funktion bei der Respiration 
den Umwelteinflüssen am stärksten ausgesetzt ist. Mit der eingeatmeten Luft von 
täglich 15 bis 25 m³, gelangen auch Schadstoffe in die Atemwege. Die Belastung der 
Lunge ist somit ohnehin nicht unerheblich, bei einer zusätzlichen Expostion, wie z.B. 
gegenüber Asbestfaserstaub, steigt sie um ein Vielfaches. 
Der Feinbau der Lunge ist äußerst komplex: die Bronchien verzweigen sich weiter in 
die Bronchiolen und diese wiederum in die Alveolen. Die Partikelgröße 
aufgenommener Schadstoffe entscheidet darüber, wie tief diese in die Lunge 
vordringen können. Grobe Partikel mit einer Größe von über 10 µm gelangen 
lediglich in den Nasen-Rachenraum und den Kehlkopf. Liegt die Größe der Partikel 
zwischen 10 und 5 µm ist ein Vordringen bis in tiefere Bereiche der Bronchien 
möglich und Partikel die noch kleiner als 5 µm sind, können bis in die Alveolen 
vordringen. Nicht-invasive diagnostische Methoden zur Untersuchung der tiefen 
Lungenabschnitte sind beschränkt, was den Einsatz von invasiven Techniken, wie 
induziertes Sputum (z.B. mit Kochsalzprovokation) oder die Bronchoskopie, 
erforderlich macht (Müller-Lux et al. 2006). Die gängigen routinemäßig eingesetzten 
nicht-invasiven Verfahren, wie die Lungenfunktionsanalysemethoden (z.B. die 
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Spirometrie, die Bodyplethysmographie und die Diffusionskapazitätsbestimmung), 
die Belastungsuntersuchung (z.B. die Spiroergometrie) und auch die bildgebenden 
Verfahren (Röntgen und Computertomographie der Lunge), untersuchen lediglich 
jeweils Teilaspekte der Lungenfunktion bzw. der Lungenmorphologie (Müller-Lux et 
al. 2006). Sie dienen als Instrument einer Vorsorgeuntersuchung, sind jedoch für das 
Biological Monitoring nicht von Nutzen, da mit ihnen kein Probenmaterial gewonnen 
werden kann. Hierfür ist die Analyse von Sputum oder durch invasive Bronchoskopie 
gewonnene bronchoalveolärer Lavage (BAL) nötig. Diese Eingriffe sind aber durch 
den Einsatz betäubender Medikamente für den Patienten mit einem gesundheitlichen 
Risiko verbunden, was die Anwendung bei älteren Menschen oder Kranken schwierig 
macht. Zudem ist eine Reizung des Lungengewebes möglich, was zu einer 
Beeinflussung oder Verfälschung der Messergebnisse führen kann (Loos et al. 1987; 
Müller-Lux et al. 2006). 
 
Die Entwicklung von nicht-invasiven Methoden zum Zweck des Biological 
Monitorings ist daher von großer Bedeutung. Die Gewinnung und Analyse von 
Atemkondensat (AK) stellt möglicherweise eine aussagekräftige nicht-invasive 
Methode zur quantitativen Bestimmung von Biomarkern dar. Eine Reihe von 
bekannten Markern, die Hinweise auf Entzündungsreaktionen infolge von 
nitrosativem oder oxidativem Stress geben, lassen sich im Atemkondensat 
nachweisen. Als Biomarker für oxidativen Stress sind z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2) 
und Malondialdehyd (MDA), für den nitrosativen Stress Nitrit (NO2
-), Nitrat (NO3
-) und 
Nitrotyrosin (NT) zu nennen. Atemkondensat setzt sich zusammen aus gasförmigen 
Bestandteilen, Wasserdampf und einer Aerosolfraktion. Die Aerosolfraktion enthält 
extrazelluläre Flüssigkeit aus der Epithelschicht der Atemwege bis zu den Alveolen 
und beinhaltet somit die für die Diagnostik interessanten Bestandteile wie AS, 
Proteine und andere Moleküle. 99% des Atemkondensats bestehen aus Wasser 
(H2O), was zu einem Verdünnungseffekt der genannten Bestandteile führt. Die 
Interpretation der Ergebnisse wird dadurch erschwert und ein  Bezug auf 
Standardisierungsparamter scheint unerlässlich zu sein. 
 
Für die Gewinnung von Atemkondensat stehen mehrere verschiedene Systeme zur 
Verfügung. So z.B. das portable Gerät EcoScreen™ der Firma Viasys Healthcare. 
Die Patienten bzw. Probanden sollen bei der Sammlung in Ruhe über ein Ventil 
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durch ein Mundstück atmen. Die Ausatemluft gelangt durch ein 
Nichtrückatmungsventil in den Kondensator und wird auf eine Anfangstemperatur 
von ca. -10°C heruntergekühlt. Am Ende des Kondensators befindet sich ein 
Sammelgefäß, in dem der verflüssigte Anteil der Ausatemluft zusammenläuft. 
 
Die Untersuchung des Atemkondensats kann durch verschiedene Methoden 
erfolgen, in Abhängigkeit davon, was gemessen werden soll. Allen Parametern ist 
jedoch gemein, dass sie im Atemkondensat in sehr verdünnten Konzentrationen 
vorkommen und die verwendeten Nachweismethoden daher sehr spezifisch und 
empfindlich sein müssen (Müller-Lux et al. 2006). 
 
2.4 Cotinin 
Der Raucherstatus spielt eine wichtige Rolle beim Biological Monitoring, da der 
Einfluss von Tabakrauch in Kombination mit Expositionen gegen verschiedene 
andere Schadstoffe häufig sehr groß ist. Daher ist das Wissen darüber, ob jemand 
Raucher, Nichtraucher oder Passivraucher ist, oft von entscheidender Bedeutung. 
 
Als einer der Hauptmetaboliten des Nikotins im Säugetierorganismus wird Cotinin 
(Abb. 2) zur Evaluierung des Raucherstatuses herangezogen. Im Gegensatz zur 
Ursprungssubstanz Nikotin hat die analytische Bestimmung ihres Metaboliten Cotinin 
den Vorteil, dass exogene Kontaminationen nahezu auszuschließen sind. Für 
Harnproben wird eine Cotininkonzentration von etwa 100 µg/l Urin als Grenze 
zwischen ggf. Passivrauch-ausgesetzten Nichtrauchern und (Gelegenheits-) 
Rauchern angegeben (Haufroid und Lison 1998). Personen, deren Messwerte unter 
10 µg/l liegen, sind als Nichtraucher ohne Passivrauch-Belastung anzusehen. Es ist 
zu beachten, dass durch Cotinin nur die relativ kurzfristige Tabakrauchbelastung der 
letzten 3 bis 4 Tage erfasst wird. Länger zurückliegendes Rauchen wird durch 
Cotininmessungen nicht ermittelt. Somit ist zu erwarten, dass Personen, die nach 
anamnestischer Erhebung des Raucherstatuses zu den Ex-Rauchern zu zählen sind, 
an Hand der Cotinin Bestimmung den Nichtrauchern zugeteilt werden. 
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Abb. 2: Cotinin 
 
Die Harnproben werden mit deuteriertem Cotinin (Cotinin-d3) als internem Standard 
sowie mit Natronlauge versetzt und anschließend mit Dichlormethan extrahiert. Der 
Extrakt wird unter Stickstoff zur Trockene gebracht, in Toluol aufgenommen und nach 
kapillargaschromatographischer Trennung mittels massenselektiver Detektion im 
selective ion monitoring (SIM)-Modus quantifiziert. Die Kalibrierung erfolgt mit 
Vergleichsstandards, die in Poolharn angesetzt werden und in der gleichen Weise 
behandelt wird, wie die zu analysierenden Proben (Schettgen 2006). 
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3 Möglichkeiten zur Diagnostik von (asbestbedingten) 
Lungenfibrosen mittels Biomarkern 
3.1 Tyrosin und Nitrotyrosin als Marker für nitrosativen Stress 
Tyrosin (Tyr, Abb. 3) ist eine nicht essentielle Aminosäure (AS), die in den meisten 
Proteinen vorkommt. Es dient als Ausgangssubstanz für die Biosynthese von 
Catecholaminen, Stoffe, die an den Alpha- und Beta-Rezeptoren des Herz-
Kreislaufsystems eine anregende Wirkung  erzielen. Hierzu zählen z.B. das 
Adrenalin und das Dopamin. Durch enzymatische Oxidation entsteht aus Tyrosin 
außerdem Melanin. Dem Tyrosin kommt eine große Bedeutung in Proteinen zu, die 
an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind. Es dient dabei als Empfänger von 
Phosphatgruppen, die durch Proteinkinasen übertragen werden und das Zielprotein 
in seiner Aktivität verändern. 
Als Ausgangsstoff für Neurotransmitter hat Tyrosin eine stimmungssteigernde 
Wirkung und kann somit als mildes Antidepressivum eingesetzt werden. 
Ein viel versprechender Biomarker, um nitrosativen Stress in der Lunge festzustellen, 
ist die Analyse von 3-Nitrotyrosin (Abb. 3) in Atemkondensat. In der Zelle kann 
Stickoxid (NO) mit Superoxidionen (O2
.) zu Peroxinitrit (ONOO-) reagieren (Abb. 5). 
Peroxinitrit ist ein starkes Oxidationsmittel, wenn nicht sogar die reaktivste Form von 
Stickoxiden in vivo, besonders dann, wenn durch inflammatorische Prozessse die 
Produktion von freien Sauerstoffradikalen noch erhöht ist (Liu et al. 1995). 
Peroxinitrit kann mit freiem oder proteingebundenen Tyrosin zu 3-Nitrotyrosin (NT) 
reagieren (Andrade et al. 2000). Nitrotyrosin verhindert die Phosphorylierung durch 
die Kinasen und inaktiviert so einige Enzyme (Andrade et al. 2000). Es wird als 
Marker für inflammatorische Atemwegserkrankungen verwendet, wobei in diesem 
Zusammenhang hohe Konzentrationen in der Broncheoalveolarlavage (BAL) und im 
Lungengewebe erkrankter Personen nachgewiesen werden konnten (Kaminsky et al. 
1999, Andrade et al. 2000). Im Vergleich zu Kontrollgruppen wurden speziell bei 
Asthmatikern und Allergikern erhöhte Nitrotyrosin Werte gefunden (Larstad et al. 
2005, Bodini et al. 2006, Baraldi et al. 2006). Besonders das Verhältnis von 
Nitrotyrosin zu Tyrosin, gemessen bei Kindern, die unter Asthma leiden (Baraldi et al. 
2006), erwies sich als nützliches Instrument um zwischen Patienten und 
Kontrollgruppen zu unterscheiden. Die ausschließliche Messung von Nitrotyrosin 
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ermöglicht diese Differenzierung, oder die zwischen Patienten mit Fibrose und einer 
Kontrollgruppe, nicht (Celio et al. 2006). Die Detektion von Nitrotyrosin kann auf 
unterschiedliche Weise erfolgen. Zu nennende Methoden sind Enzym 
Reaktionsassays (Bodini et al. 2006), GC/MS/MS (Larstad et al. 2005), GC/NCI-MS 
(Celio et al. 2006) und LC/MS/MS (Göen et al. 2005, Baraldi et al. 2006, Conventz et 
al. 2007). Auf Grund der hohen Polarität von Tyrosin und Nitrotyrosin ist vor allem die 
simultane Detektion der beiden Substanzen eine große Herausforderung. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Tyrosin                                                                        Nitrotyrosin 
 
3.2 Hydroxyprolin und Prolin als Marker für Kollagen-Turnover 
Trans-Hydroxyprolin (Hyp, Abb. 4) ist ein Hauptbestandteil des Kollagens, dem 
Strukturprotein von Bindegewebe und Knochen. Durch die Ausbildung von 
Wasserstoffbrücken ist es wesentlich für die mechanischen Eigenschaften  des 
Gewebes verantwortlich. Trans-Hydroxyprolin wird post-translational nach der 
Synthese von Pro-Kollagen durch die Hydroxylierung seines Precursors Prolin (Abb. 
4) gebildet wobei Ascorbinsäure als Co-Faktor wirkt. Ungefähr 50% der im 
Bindegewebe vorkommenden zyklischen und nicht essentiellen Aminosäure Prolin, 
werden hydroxiliert, wobei in vivo ausschließlich trans-Hydroxyprolin gebildet wird. 
Da trans-Hydroxyprolin überwiegend im Kollagen vorkommt, ist eine erhöhte 
Freisetzung von trans-Hydroxyprolin normalerweise ein Indiz einer Veränderung 
dieses Proteins auf Grund einer entzündlichen Reaktion. Daher wird angenommen, 
dass trans-Hydroxyprolin ein geeigneter Marker für den Abbau von Knochen und 
Bindegewebe, und somit hilfreich für die Frühdiagnose damit einhergehender 
Knochenerkrankungen (Smith 1980, Hyldstrup et al. 1984, Mohammed et al. 1991, 
Nishino et al. 1999) und Tumoren (Hopkins et al. 1984) ist. 
Die Asbestose ist eine fibrotische Reaktion des Lungenparenchyms, die auf Grund 
von Asbestfasern entsteht (Hagemeyer et al. 2006). Sie ist verbunden mit einem 
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erhöhten Kollagen Turn-over im Lungengewebe. Die in diesem Zusammenhang im 
Blut gefundenen trans-Hydroxyprolin Konzentrationen bei ehemals 
asbestexponierten Personen, die an Asbestose erkrankt sind, waren höher, als die 
trans-Hydroxyprolin Blut Werte nicht exponierter Personen. Gleichzeitig ließ sich eine 
Dosis-Wirkungs-Beziehung feststellen (Mas 2004). Da die Lunge das Zielorgan für 
eine Asbestose und mit Asbest in Zusammenhang stehenden Erkrankungen ist, ist 
anzunehmen, dass entzündliche asbest-assozierte Prozesse zu einem erhöhten 
Turn-over von Kollagen im Lungengewebe führen. 
Demzufolge dürfte die Determination von trans-Hydroxyprolin in Atemkondensat (AK) 
als Marker für eine Asbestose eine Bedeutung haben, da die Quelle des 
Probenmaterials in der Lunge liegt. 
Da für Nitrotyrosin bereits gezeigt werden konnte, dass die Bestimmung des 
Verhältnisses von Nitrotyrosin zu Tyrosin eine größere Bedeutung hat, als einzig die 
Bestimmung von Nitrotyrosin (Baraldi et al. 2006), ist anzunehmen, dass dies auch 
für trans-Hydroxyproline bzw. Prolin der Fall sein könnte. 
Hier kommt ein generelles Problem von Atemkondensat als Untersuchungsmedium 
hinzu, nämlich das Auftreten von Verdünnungseffekten während der Proben 
Sammlung. Während des Ausatmens werden Partikel und Tröpfchen aus dem Fluid, 
das die Bronchoalveolen ummantelt, mit dem Luftstrom mitgerissen. Die Verdünnung 
dieser im Respirationstrakt durch die Verdunstung von Wasser entstandenen 
Tröpfchen variiert, wie schon bei anderen Autoren beschrieben, beträchtlich (Effros 
et al. 2002). Daher muss trotz standardisierter Bedingungen eine Möglichkeit 
geschaffen werden, den Verdünnungseffekt bei der Analyse von Atemkondensat zu 
kompensieren (Horvath et al. 2005). Nicht-flüchtige Substanzen, wie Aminosäuren 
oder Peptide, die ebenfalls im Atemkondensat enthalten sind, eignen sich in idealer 
Weise, um diesen Verdünnungseffekt auszugleichen. Diesbezügliche 
Untersuchungen in vorausgegangenen Analysen von N- ε-carboxymethyllysin (CML) 
und Lysin in Atemkondensat, ebenso wie die Ergebnisse von Baraldi et al. (2006), 
unterstützen diese These. 
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Abb. 4:               Prolin                                                                    trans-Hydroxyprolin 
 
 
 
 
Abb. 5: gibt einen vereinfachten Zusammenhang zwischen nitrosativem und 
oxidativem Stress und Reaktionen auf zellulärer Ebene wieder.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Vereinfachter Zusammenhang zwischen nitrosativem und oxidativem Stress und zellulären 
Reaktionen 
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4 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine valide und sensitive  Methode für die 
gleichzeitige Detektion von 3-Nitrotyrosin und seinem Precursor Tyrosin sowie für 
trans-Hydroxyprolin und Prolin in Atemkondensat und Serum zu etablieren, die als 
Marker für nitrosativen/inflammatorischen Stress ebenso wie für fibrotische 
Veränderungen in der Lunge fungieren können. 
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5 Stoffübersicht 
5.1 Eigenschaften 
Asbest ist eine Sammelbezeichnung für eine Gruppe natürlich vorkommender 
faserförmiger Silikat-Minerale (Manning et al. 2002b, Deer et al. 1999). Per Definition 
der WHO müssen die Fasern ein Verhältnis von Länge zu Breite von mindestens 3:1 
aufweisen (Shukla et al. 2003a).  Das Grundgerüst des Asbests besteht aus 
hydroxylierten Aluminium-Magnesium Silikaten mit variierenden Metallanteilen 
(Osinubi et al. 2000). Die sechs bekannten Asbesttypen lassen sich in zwei 
verschiedene Gruppen einordnen, die der Serpentine und Amphibole (Abb. 6) 
(Shukla et al. 2003a, Goodglick et al. 1990). Asbeste aus der Gruppe der Serpentine 
bestehen aus langen und festen gewellten Fasern, die der Amphibole aus kurzen, 
geraden und starren Fasern (Osinubi et al. 2000, Cugell et al. 2004). 
 
a b
 
 
Abb. 6: Asbeste a) REM – Aufnahme von Amphibolfasern, der weiße Balken am oberen linken Rand 
stellt 50 µm dar. b) Chrysotilasbest.  
Quelle: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Anthophyllite_asbestos_SEM.jpg 
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b1/Asbestos1USGOV.jpg Stand Dezember 2007  
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5.2 Industrieller Nutzen und Vorkommen 
Auf Grund seiner nahezu idealen Eigenschaften, wie große Festigkeit, Hitze- und 
Säureresistenz, war Asbest über viele Jahre ein sehr beliebter Werkstoff. Auch seine 
hervorragenden Isoliereigenschaften und die Möglichkeit ihn bei der Verarbeitung 
verweben zu können  waren dafür von großer Bedeutung. Asbest fand u.a. 
Anwendung in der Schifffahrtindustrie, in der Isolations-, Autoreifen- und in der 
Bauindustrie (Mossman et al. 1996). In Deutschland wurde das erste Asbestwerk 
bereits 1870 in Frankfurt am Main gegründet (Schneider und Woikowitz 2002). 
Die größte kommerzielle und industrielle Bedeutung fällt mit 95%igem Anteil an der 
weltweiten Produktion dem Chrysotil Asbest zu (Landrigan 1998; Kamp et al. 1999). 
Er ist damit der einzige nennenswerte Vertreter der Serpentingruppe. Sein 
Grundgerüst besitzt die chemische Formel Mg3[Si2O5](OH4) (Shukla et al. 2003a). 
Wegen seiner chemischen Eigenschaften eignet er sich besonders für die 
Herstellung von Textilwaren (Cugell et al. 2004). 
Die verbleibenden 5% entfallen auf die Gruppe der Amphibole. Dazu zählen Amosit, 
ein brauner Asbest, dessen Name für die Abkürzung der produzierenden 
Gesellschaft „Asbestos Mines of South Africa“ steht (Veblen et al. 1993, Deer et al. 
1999). Ein wichtiger Vertreter der Amphibole ist der Krokydolith (Blauasbest) mit dem  
Grundgerüst Na2Fe
3+[Si8O22](OH)2 (Shukla et al. 2003a). Als dritter Vertreter ist 
Tremolit zu nennen. Tremolit ist von untergeordneter Bedeutung, wenn es um die 
industrielle Fertigung geht, kommt jedoch häufig als Zusatz im Chrysotil vor (Churg 
1988). Diese Kombination der verschiedenen Fasertypen, mit durchschnittlich 1% 
Tremolit, läßt sich z.B. typischer Weise in Quebec, Kanada finden (Osinubi et al. 
2000). Im Gegensatz zu den Fasern der Serpentingruppe eignen sich die Fasern der 
Amphibole eher für die Verarbeitung zu Rohrleitungen und Bodenfließen (Cugell et 
al. 2004). Mixturen beider Gruppen (Cugell et al. 2004; Murthy et al. 1999) haben die 
meisten kommerziellen Anwendungen gefunden, so z.B. in Materialien, die dem 
Feuerschutz, Bedachungen, Dichtungen oder zur Isolierung dienen (Cugell et al. 
2004). 
Asbestminen finden sich u.a. in Griechenland, der Türkei, Russland, Kanada, 
Südafrika, Zimbabwe, Australien, Indien und China (Hagemeyer et al. 2006). 
In Deutschland waren besonders die Fasern des Krokydolith (Magnesioriebeckits) 
und die Fasern des Chrysotil (Klinochrysolitils) von industrieller Bedeutung (Kraus et 
al. 1998). 
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5.3 Anwendung und Umgang 
Obwohl bereits in den Jahren vor dem 2. Weltkrieg vor gesundheitsschädlichen 
Einflüssen des Asbests gewarnt wurde (Breuer 2005), ist Asbest nach dem 2. 
Weltkrieg weltweit vermehrt und mit großer Beliebtheit in der Hitzedämmung und im 
Brandschutz eingesetzt worden (Krismann et al. 2000; Felten et al. 2006). 
Ende der 70er  Jahre wurde in der BRD mit 170 000 t/a das Maximum des 
Rohasbestverbrauchs erreicht. In der ehemaligen DDR lag das Maximum Anfang der 
80er bei 74 000 t/a (Breuer 2005). In den USA wurden seit dem frühen 20sten 
Jahrhundert über 30 Millionen Tonen Asbest gefördert und verarbeitet (Kamp et al. 
1999). 
Schon um 1900 wurde die Asbestose als Krankheit erkannt. Während es in 
Deutschland bereits 1943 zur Anerkennung von Lungenkrebs in Folge von 
Asbestexposition als entschädigungspflichtige Berufskrankheit kam, wurde in den 
USA (Enterline 1991) erst 1955 ein Zusammenhang zwischen Lungenkrebs und 
Asbestexposition  gefunden. Eine Verbindung zum Mesotheliom wurde erst 1960 
registriert (Wagner et al. 1960; Cugell et al. 2004). 
Die Verwendung des beliebten Werkstoffes nahm dennoch stetig zu und gearbeitet 
wurde auch weiterhin ohne besondere Schutzmaßnahmen (Fellten et al. 2006). 
Asbest wurde erst 1970 offiziell als krebserregend eingestuft (Drechsel-Schlund et al. 
2003). Ein erstes Verbot wurde 1979 zur Verwendung von Spritzasbest in der BRD 
erlassen. In den 80er Jahren folgten weitere Verwendungs- und Umgangsverbote 
(Hüdepohl et al. 2004), jedoch galten sie weiterhin nur für das Aufspritzen und 
Aufsprühen von Asbest, was zu den gefährlichsten Verarbeitungsmethoden zählt 
(Felten et al. 2006). Erst 1990 wurde in Österreich ein generelles Anwendungsverbot 
ausgesprochen und 1993 konnte dies auch für Deutschland erlassen werden. Seit 
2005 gibt es ein EU-weit geltendes Verbot zur Anwendung von Asbest 
(http://www.hvbg.de/d/asbest/prog/beitrag/eisenbach_de.pdf Stand 28.09.2007), 
doch ist weltweit eine solche Regelung noch immer nicht in Sicht (Felten et al. 2006). 
 
5.4 Toxische Eigenschaften 
Die Gefahren, die von Asbest ausgehen, liegen in seiner faserigen Struktur und 
seiner Oberflächenbeschaffenheit. Mit Längen von 1 bis 100 µm und einem 
Durchmesser von 0,02 bis 2 µm gelangen sie in den Respirationstrakt und können 
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dort, mit abnehmender Größe, immer tiefer bis hin zu den Alveolen eindringen. Sehr 
kleine Fasern können von den Alveolarmakrophagen phagozytiert werden und so 
aus der Lunge entfernt werden (Churg 1994), entweder über das Sputum oder den 
Intestinaltrakt. 
Die Eliminierung von Chrysotil Fasern erfolgt dabei einfacher und schneller als die 
der Amphibol Fasern (Churg 1994; Mossman et al. 1998). 
Nach der „Amphibol Hypothese“ geht von Amphibol Fasern ein höheres 
Krankheitsrisiko aus als von Chrysotil Fasern (Churg et al. 1988; Churg 1994; 
Landrigan 1998). Serpentin Fasern sind zwar von Natur aus länger als die Fasern 
der Amphibole, können aber sehr leicht in kleinere Teile zerbrechen und so gut 
phagozytiert werden (Churg 1994). Amphibole haben einen erhöhten Eisengehalt 
(Kamp et al. 1999). Goodglick et al. (1990) fanden sowohl für lange, als auch für 
kurze Fasern des Krokydolith, dass es in vitro über einen oxidativen, 
eisenabhängigen Mechanismus toxisch auf Makrophagen wirkt. In vivo wird ein 
zelltoxischer Mechanismus für kurze Fasern postuliert, wenn diese nicht phagozytiert 
werden können (Goodglick et al. 1990). Amphibol Fasern sind wesentlich weniger 
löslich als Serpentinfasern. Ihre oberflächenaktiven Eisenverbindungen sind in der 
Lage, Sauerstoff zu reduzieren und somit die Bildung von H2O2 einzuleiten (Shukla et 
al. 2003a). Es gibt grundlegende Hinweise darauf, dass reaktive Sauerstoff Spezies 
(ROS) wie Wasserstoffperoxyd (H2O2), Superoxydanionen (O2
-) und Hydroxylradikale 
(HO·), ebenso wie reaktive Stickoxyde (RNS) wichtige Faktoren sind, die eine durch 
Asbeststaubbelastung verursachte Erkrankung herbei führen (Kamp et al. 1992, 
Mossman 1993, Mossman et al. 1998). Manning et al. (2002) konnten Hinweise 
darauf finden, dass die Bildung von ROS, als Interaktion zwischen Phagozyt und 
Zielzelle, mit der Toxizität und Pathogenität der Asbesttypen korrelieren. Fasern mit 
einem erhöhten Gehalt an Eisen führten zur Entstehung von mehr ROS über die 
Fenton Reaktion (Gleichung 1) (Gulmian et al. 1987; Weitzman et al. 1984; Manning 
et al. 2002; Shukla et al. 2003a), wobei besonders ein hoher Gehalt an Fe 2+ die 
Reaktion beschleunigt (Shukla et al. 2003; Kamp et al. 1999). Superoxide und 
andere biologische Reduktionsmittel können Eisen III wieder zu dem aktiven Eisen II 
reduzieren (Gleichung 2). Die Kettenreaktion, bei der H2O2 zu HO
· umgewandelt wird, 
wird „die eisenkatalysierte Haber-Weiss Reaktion“ (Gleichung 3) genannt. Eisen ist 
ebenso in der Lage die Bildung von Alkoxylradikale aus organischen Hydroperoxiden 
zu katalysieren (Gleichung 4) (Kamp et al. 1999). 
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(Fenton Reaktion)               Fe 2+ + H2O2    Fe
3+ + HO- + HO·          (1) 
             Fe3+ + O-2    Fe 
2+ + O2     (2) 
(Haber – Weiss)                  O-2 + H2O2    Eisen    HO- + HO
·+ O2  (3) 
             Fe2+ + ROOH    Fe3+ + RO· + HO-  (4) 
 
Vallayathan et al. (1992) und Hansen et al. (1987) haben beschrieben, dass es vor 
allem durch so genannte „frustrated Phagozytose“, also eine gescheiterte 
Phagozytose, zur erhöhten Bildung von ROS kommt (Cugell et al. 2004), besonders 
dann, wenn dies wiederholt der Fall ist (Manning et al. 2002). Sowohl ROS als auch 
RNS sind in der Lage Radikal-induzierte Läsionen hervorzurufen (Chao et al. 1996). 
In Zellkulturen konnten Auswirkungen auf die DNS, wie chromosomale 
Veränderungen, Veränderungen im Zellzyklus, Aneuplodien, Polyploidien oder die 
Zerstörung des Zellkerns durch lange Fasern, nachgewiesen werden (Jaurand 1997). 
Hydroxyl-Radikale können zur Bildung des Promutagens 8-Hydroxydeoxyguanosin 
(8-OHdG) führen (Unfried et al. 2002). Auch RNS können an der Bildung beteiligt 
sein, wobei NO- mit Superoxydanionen zu Peroxinitrit reagiert, welches dann 
Guanosin zu 8-OHdG oxidiert (Unfried et al. 2002). 
 
Auch andere zelluläre Prozesse spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese 
(Shukla et al. 2003a), insbesondere bei der Entstehung einer Asbestose. 
Von den Asbestfasern stimuliert, kommt es in den Alveolarmakrophagen zur 
Synthese und Ausschüttung einer Reihe von Botenstoffen, wie Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren (Kamp et al. 1999, Lasky et al. 2000). Beteiligt sind sowohl 
proinflammatorische Zytokine, wie Tumor Necrosis Factor α (TNFα)  und Interleukin 
1 (IL-1), als auch antiinflammatorische Zytokine, wie Platelet Derived Growth Factor 
(PDGF) und Tranforming Growth Factor (TGFβ). IL-1 wird in den 
Alveolarmakrophagen synthetisiert und aktiviert wiederum die Synthese von TGFβ. 
TGFβ kann seinerseits profibrotische Faktoren, wie z.B. PDGF, induzieren und gilt 
als Schlüssel - Zytokin fibrosierender Erkrankungen. Auch die Beteiligung von TNFα 
nach Asbestexposition konnte im Tierversuch bestätigt werden. TNFα fördert die 
Migration und Adhäsion von Granulozyten und Monozyten ebenso, wie die 
Freisetzung von Sauerstoffradikalen und zytolytischen Faktoren. Der 
Kollagenstoffwechsel wird durch TNFα sowohl in pro- als auch in antifibrotischer 
Weise beeinflusst (Kolb und Schmidt 2002). 
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5.5 Gesundheitliche Folgen 
Diese Kaskade führt letztlich zu einer Fibrosierung des Lungengewebes, die oft über 
mehrere Jahre klinisch unauffällig verläuft. Dabei steht immer weniger 
funktionstüchtiges Lungengewebe für die Aufnahme von Sauerstoff zur Verfügung. 
Erste Symptome sind häufig Atemnot bei Belastung, später auch in Ruhe, sowie 
Reizhusten (Felten et al. 2006). Mögliche Pleuraplaques, mit oder ohne 
Kalkeinlagerungen, führen in der Regel nicht zu einer verminderten Atemfunktion 
(Kraus et al. 1998; Hüdepohl et al. 2004). 
 
Asbeststaubexposition kann zur Entstehung von Asbestosen, pleuralen Läsionen, 
Pleuraplaques, Bronchialkarzinomen, Larynxkarzinomen oder Mesotheliomen führen 
(Kamp et al. 1999). Typischer Weise liegt die Latenzzeit für asbeststaubbedingte 
Krankheiten zwischen 15-40 Jahren (Kamp et al. 1999), im Mittel bei etwa 25 Jahren 
(Selikoff et al. 1980). Während für die Entstehung von Pleuramesotheliomen in vielen 
Fällen kurze und vergleichsweise geringe Asbestkontakte ausreichen, entstehen 
Asbestosen und Lungenkrebs erst nach länger andauernden 
Asbeststaubbelastungen (Krismann et al. 2000). Eine Expositionsschwellendosis, 
unterhalb derer kein gesundheitliches Risiko besteht, ist nicht bekannt (Krismann et 
al. 2000; Suzuki et al. 2002). 
 
Wie bereits zuvor beschrieben, ist die krebserzeugende Wirkung von Krokydolith auf 
Grund seiner hohen Persistenz und der besonderen Fasergeometrie dabei allgemein 
höher einzustufen als die des Chrysotils (Kraus et al. 1998). Bronchialkarzinome 
unterscheiden sich in ihrer Gewebestruktur, ihrer Lage in der Lunge und ihrem 
Behandlungserfolg nicht danach, ob sie auf Grund einer Asbeststaubexposition 
entstanden sind oder nicht (Selikoff et al. 1964; Antmann und Aisner 1987). Im 
Gegensatz dazu gelten Pleuramesotheliome als Signaltumoren einer 
Asbeststaubexposition (Hammond et al. 1979; Woitowitz et al. 1984) und wurden in 
der BRD bereits ab 1976 als BK anerkannt (Hagemeyer et al. 2006). 
Es ist hinreichend bekannt, dass Personen, die asbeststaubexponiert sind und 
zusätzlich rauchen, ein multiplikativ erhöhtes Lungenkrebsrisiko haben im Vergleich 
zu asbestexponierten Nichtrauchern (Selikoff und Hammond 1979). Weiterhin ist 
bekannt, dass das  Erkrankungsrisiko abnimmt, wenn die Personen das Rauchen 
einstellen (Vineis et al. 2004). 
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Es gibt ein großes Bestreben danach, molekularbiologische Marker zu finden, die 
eine Früherkennung asbeststaubassoziierter Krebserkrankungen ermöglichen, 
um so möglichst frühzeitig, mit einer Behandlung beginnen zu können (Marczynski et 
al. 1996). 
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6 Bestimmung von Hydroxyprolin, Prolin, Nitrotyrosin und 
Tyrosin in  Atemkondensat 
6.1 Grundlage des Verfahrens 
Mit diesem Verfahren wird sowohl die Konzentration des von l-Prolin, trans-l-4-
Hydroxyprolin, l-Tyrosin und 3-Nitrotyrosin in Atemkondensat von Personen der 
Allgemeinbevölkerung bzw. Risikogruppen erfasst. 
Das Atemkondensat wird gemäß den „Standardverfahrensvorschrift zur Sammlung 
von Atemkondensat“ (SOP, 11.2) des Instituts für Arbeitsmedizin und Sozialmedizin 
Aachen gesammelt, aliquotiert und anschließend zur Aufarbeitung gefriergetrocknet. 
Aufgenommen in ein Eluentengemisch erfolgt die Auftrennung der Substanzen 
mittels HPLC. Anschließend werden die Analyten tandem-massenspektrometrisch 
detektiert. 
Die Kalibrierung erfolgt mit Vergleichsstandards, die in 0,1 mM 
Ammoniumacetatpuffer angesetzt und in der gleichen Weise behandelt werden wie 
die zu analysierenden Proben. Als interner Standard wird den Atemkondensatproben 
l- Prolin13C5, 15N (Pro 13C5) für Prolin, l-Tyrosine-u-13 C9 (Tyr 13C9) für Tyrosin, 13C9-
3-Nitrotyrosine (NT13C9) für 3-Nitrotyrosin, und cis-4-Hydroxy-l-Prolin für trans-
Hydroxyprolin zugesetzt. 
 
6.2 Geräte, Chemikalien und Lösungen 
6.2.1 Geräte 
HPLC-System bestehend, aus einer quaternären Gradientenpumpe (Agilent 1100 
Series), einer Vorrichtung zum Entgasen der Eluenten, einem Säulenthermostat, 
einem Injektionsventil, einer 100 µl Probenschleife, einem Pumpenkopf für 100 µl, 
einem automatischen Probengeber, einem tandem-massenspektrometrischen 
Detektor (Applied Biosystems API 3000) sowie einem PC-System zur 
Datenauswertung. 
 
HPLC- Säule: 
ZIC-HILIC©, Länge: 100 mm; innerer Durchmesser: 4,6 mm; Teilchendurchmesser: 
3,5 µm (Sequant, Best.Nr.: 2702-105) 
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Vorsäule: 
ZIC-HILIC©, Länge 20 mm; innerer Durchmesser: 2,1 mm; Teilchendurchmesser 5 
µm (Sequant, Best.Nr.: 2712-721) 
Interner Laufmittel-Vorfilter: 
Supelco Replacement Frits 3 mm, 0.5 µm for pre-column filter for 4.6 mm column 
(Supelco, Best.Nr.: 57677) 
Thermostatisierbarer Säulenofen  
Gefriertrocknungsanlage (Fa. Piatkowski) 
pH-Meter mit Einstabmesskette (Mettler-Toledo) 
1,8-ml-Rollrandgläschen mit PTFE-kaschierten Septen und Bördelkappen sowie 
Verschlusszange (Macherey-Nagel, Düren) 
Mikroeinsätze für die Rollrandgläschen, Nutzvolumen 250 µl (Macherey-Nagel, 
Düren) 
Mikroliterpipetten, variabel zwischen 10 und 100 µl (Eppendorf) 
Mikroliterpipetten, variabel zwischen 100 und 1000 µl (Eppendorf) 
Multipette (Eppendorf) 
10-, 20-, und 1000 ml Messkolben (Brand) 
1 l Laborflaschen mit Schraubverschluss 
Magnetrührer (IKA Labortechnik) 
 
6.2.2 Chemikalien 
Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien von mindestens 
p.a.-Qualität zu verwenden. 
l-Prolin (Sigma P 0380) 
l- Prolin13C5,
15N (ISOTEC (Sigma-Aldrich), 608114) 
trans-l-4-Hydroxyprolin (Applichem A 3710.0025) 
cis-4-Hydroxy-l-Prolin (Sigma H1637) 
l-Tyrosin (Merck 1.08371.0025) 
l-Tyrosin-u-13C9 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc CLM 2263) 
Nitrotyrosin (Cayman chemical company 1-800-364-9897) 
13C9-3-Nitrotyrosin (Selbstsynthese) 
Ammoniumacetat (Merck) 
Ameisensäure (100 %) (Merck) 
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Acetonitril, HPLC-grade (Baker) 
Deionisiertes Wasser (über Millipore®-Technik) 
 
6.2.3 Lösungen 
10 %ige Ameisensäure: 
5 ml Ameisensäure (100 %) werden in einen 50-ml Messkolben pipettiert. Der 
Messkolben wird mit Aqua bidest. bis zur Marke aufgefüllt. Die Lösung ist bei 
Raumtemperatur ca. 6 Monate haltbar. 
 
5 mM Ammoniumacetat-Lösung (Grundlösung zum Aufbewahren der HILIC, pH 6,8): 
In einem 250 ml Becherglas werden 385 mg Ammoniumacetat eingewogen. Die 
Einwaage wird in ca. 200 ml Aqua bidest. gelöst und unter Nachspülen mit Aqua 
bidest. in einen 1000 ml Messkolben überführt. Der pH-Wert der Lösung wird unter 
ständigem Rühren auf dem Magnetrührer mit Hilfe der 10%igen Ameisensäure auf 
genau pH 6,8 eingestellt. Anschliessend wird der Messkolben mit Aqua bidest. bis 
zur Marke aufgefüllt. 
 
Aufbewahrungslösung für HILIC: 
In einem Messzylinder werden 800 ml Acetonitril abgemessen und mit 200 ml der     
5 mM Ammoniumacetat-Lösung (Grundlösung zum Aufbewahren der HILIC, pH 6,8) 
zusammen in eine 1000 ml Schraubflasche überführt. 
 
Eluent A (5 mM Ammoniumacetat, pH 4,0): 
In einem 250 ml Becherglas werden 385 mg Ammoniumacetat eingewogen. Die 
Einwaage wird in ca. 200 ml Aqua bidest. gelöst und unter Nachspülen mit Aqua 
bidest. in einen 1000 ml Messkolben überführt. Der pH-Wert der Lösung wird unter 
ständigem Rühren auf dem Magnetrührer mit Hilfe der 10%igen Ameisensäure auf 
genau pH 4,0 eingestellt. Anschliessend wird der Messkolben mit Aqua bidest. bis 
zur Marke aufgefüllt. 
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Eluent B (0,025 % Ameisensäure in Acetonitril): 
In einem 1000 ml Messkolben werden ca. 600 ml Acetonitril vorgelegt. Es werden 
250 µl Ameisensäure hinzupipettiert, kurz geschwenkt und mit Acetonitril bis zur 
Marke aufgefüllt. 
 
0,1 mM Ammoniumacetatpuffer zur Herstellung des Vergleichstandards: 
20 ml des Eluenten A (pH 4,0) werden in einen 1000 ml Messkolben pipettiert und 
dieser wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. 
 
Aufnahme-Lösung für die Proben: 
In einen 20 ml Messkolben werden 16 ml Eluent B pipettiert. Anschliessend wird der 
Messkolben mit Eluent A bis zur Marke aufgefüllt (= Fließmittel A:B (20:80)). 
 
Lösungen der internen Standards 
 
Stammlösung l-Prolin13C5,
15N: 
10 mg l-Prolin13C5,
 15N werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM Ammoniumacetat (NH4Ac) aufgefüllt. Die 
Konzentration beträgt 1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen 
Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Stammlösung cis-4-Hydroxy-l-Prolin: 
10 mg cis-4-Hydroxy-l-Prolin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Konzentration 
beträgt 1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen 
mind. 6 Monate haltbar.  
 
Zwischenverdünnung cis-4-Hydroxy-l-Prolin: 
20 µl der Stammlösung cis-4-Hydroxy-l-Prolin werden in einen 20 ml Messkolben 
pipetiert eingewogen. Der Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac 
aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 1 mg/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und 
ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar.  
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Stammlösung l-Tyrosin-u-13C9: 
5 mg l-Tyrosin13C werden in einen 50 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben 
wird bis zur Marke mit 5 mM NH4Ac, pH 4 (gleiche Lösung wie Eluent A) aufgefüllt. 
Die Konzentration beträgt 0,1 g/l. Die Lösung kann nicht in höherer Konzentration 
hergestellt werden, da l-Tyrosin13C nicht gut wasserlöslich ist. Die Lösung wird bei  
-20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Stammlösung 13C9-3-Nitrotyrosin: 
Als Stammlösung wird das im Labor selber synthetisierte d-4-Nitrotyrosin verwendet. 
10 mg des getrockneten Reaktionsproduktes werden in 1 ml 2 mM NH4Ac-Lösung 
gelöst. Daraus ergibt sich eine Stammlösung mit einer Konzentration von 10 g/l.  
 
Zwischenverdünnung 13C9-3-Nitrotyrosin: 
Die Stammlösung wird zunächst 1: 1000 verdünnt. Dafür werden 10 µl der 
Stammlösung in einen 10 ml Messkolben überführt und dieser bis zur Marke mit       
2 mM NH4Ac-Lösung aufgefüllt (Konzentration Lsg. A 10 mg/l). In einem weiteren 
Verdünnungsschritt werden 300 µl von Lsg. A zu 9700 µl 2 mM NH4Ac- Puffer 
gegeben. Daraus ergibt sich die Zwischenverdünnung mit einer Konzentration von 
300 µg/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 
6 Monate haltbar. 
 
Arbeitslösung IST aus l- Prolin13C5,
15N, cis-4-Hydroxy-l-Prolin, l-Tyrosin-u-13C9,  
13C9-3-Nitrotyrosin:  
20 µl der Stammlösung l- Prolin13C werden in einen 20 ml Messkolben pipettiert 
(Verdünnung 1:1000). Dazu werden 200 µl der Zwischenverdünnung cis-4-Hydroxy-l-
Proline (Verdünnung 1:100), 200 µl der Stammlösung l-Tyrosin13C (Verdünnung 
1:100) und 667 µl der Zwischenverdünnung 13C9-3-Nitrotyrosin (Verdünnung 1:30) 
pipettiert. Anschließend wird der Messkolben bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac 
aufgefüllt. Die Konzentrationen der internen Standards betragen nun 1 mg/l für         
l- Prolin13C5,
15N und l-Tyrosin-u-13C9 und 0,01 mg/l für cis-4-Hydroxy-l-Proline und 
13C9-3-Nitrotyrosin. 
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6.2.4 Vergleichsstandards in Atemkondensat 
 
Stammlösung l-Prolin: 
10 mg l-Prolin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben wird 
bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 1 g/l. Die 
Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate 
haltbar.  
 
Stammlösung trans-l-4-Hydroxyprolin: 
10 mg trans-l-4-Hydroxyprolin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Konzentration 
beträgt 1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen 
mind. 6 Monate haltbar. 
 
Stammlösung -Tyrosin:  
5 mg l-Tyrosin werden in einen 50 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben wird 
bis zur Marke mit 5 mM NH4Ac (pH 4) aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 100 mg/l. 
Es kann nicht mehr eingewogen werden, da l-Tyrosin nur wenig wasserlöslich ist. Die 
Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate 
haltbar. 
 
Stammlösung Nitrotyrosin: 
10 mg Nitrotyrosin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben 
wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 1 g/l. Die 
Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate 
haltbar. 
 
Gebrauchslösung A: 
Von der Stammlösung trans-l-4-Hydroxyprolin und der Stammlösung Nitrotyrosin 
werden je 10 µl in einen 10 ml Messkolben pipettiert. Der Messkolben wird bis zur 
Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt (Verdünnungsfaktor 1: 1000). Die Konzentration 
beider Vergleichsstandards beträgt 1 mg/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und 
ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
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Gebrauchslösung B: 
Von der Stammlösung l-Prolin werden 1000 µl in einen 10 ml Messkolben pipetiert. 
Der Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt (Verdünnungsfaktor 
1: 10). Die Konzentration beträgt 0,1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist 
unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Gebrauchslösung C: 
In einen 100 ml Messkolben werden 100 µl der Gebrauchslösung A, sowie 100 µl der 
Gebrauchslösung B und 100 µl der Stammlösung l-Tyrosin pipettiert. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Verdünnung beträgt 
für alle Standards 1: 1000. Die Konzentration von l-Prolin und l-Tyrosin beträgt      
100 µg/l, die von trans-l-4-Hydroxyprolin und Nitrotyrosin 1 µg/l. Die Lösung wird bei -
20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Aus der Gebrauchslösung C werden durch Verdünnen mit 0,1 mM NH4Ac 
Vergleichsstandards in einem Konzentrationsbereich von 0,01-1 µg/l trans-l-4-
Hydroxyprolin und Nitrotyrosin sowie 1-100 µg/l l-Prolin und l-Tyrosin nach dem in 
Tab. 1 dokumentierten Pipettierschema hergestellt. Als Leerwert wird 0,1 mM NH4Ac 
Lösung mitgeführt. 
 
Tab. 1: Pipettierschema zur Herstellung von Vergleichsstandards und Qualitätskontrollen (QK) 
Volumen der  
Gebrauchslösung C 
Endvolumen des 
Vergleichsstandards 
Konzentration des 
Vergleichsstandards 
[ml] [ml] Pro, Tyr [µg/l] tHyp, NT [µg/l] 
10 10 100 1 
5 10 50 0,5 
2,5 10 25 0,25 
2 10 20 0,2 
1 10 10 0,1 
0,5 10 5 0,05 
0,4 10 4 0,04 
0,2 10 2 0,02 
0,1 10 1 0,01 
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Die Stammlösungen, Zwischenverdünnung und Gebrauchslösungen werden bei        
-20 °C gelagert und sind so ca. 6 Monate haltbar. 
Die Vergleichsstandards werden in geeignete Gefäße (Eppendorf) zu je 1,1 ml 
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Sie sind mind. 2 Monate haltbar. 
 
6.3 Probennahme und Probenvorbereitung 
Das Atemkondensat der Probanden wird entsprechend den 
„Standardverfahrensvorschrift zur Sammlung von Atemkondensat“ (SOP, 11.2) des 
Instituts für Arbeitsmedizin Aachen gesammelt. Die Probanden werden gebeten, in 
Ruheatmung in das Atemkondensat-Gerät hineinzuatmen. 
Um ein ausreichendes Volumen an Atemkondensat gewährleisten zu können, sollte 
die geatmete Zeit etwa 15 Minuten betragen. Die exakte Zeit und das geatmete 
Volumen sind an einem Spirometer ablesbar und werden zur späteren Auswertung 
der Daten notiert. 
Das Atemkondensat wird möglichst direkt nach der Probennahme zu jeweils 550 µl-
Portionen in Eppendorf-Gefässe aliquotiert, wischfest mit Aufkleber und Tesafilm 
beschriftet und bei -80°C eingefroren gelagert. In Voruntersuchungen in unserem 
Labor konnte festgestellt werden, dass das Atemkondensat  auf diese Weise 
mindestens ein halbes Jahr haltbar ist. 
 
6.3.1 Probenaufbereitung des Atemkondensats 
Vor der Analyse werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut 
durchmischt. Es werden jeweils 1000 µl der Probe in ein 1,8 ml Rollrandgläschen 
pipettiert. Um ein ausreichendes Volumen des Probanden-Atemkondensats zu 
gewährleisten, müssen pro Proband mind. 2 aliquotierte Portionen des 
Atemkondensats aufgetaut werden (6.3). 
Mit Hilfe einer Multipette werden dann 50 µl der Arbeitslösung des internen 
Standards hinzu gegeben und die Rollrandgläschen für ca. 30 Minuten bei -80°C 
eingefroren. Anschließend werden die gefrorenen Proben in die bereits vorgekühlte 
Gefriertrocknungsanlage gestellt und gefriergetrocknet. Hierzu sind die 
Bedienungshinweise der Anlage zu beachten. 
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Nach dem vollständigen Trocknen der Proben wird die Gefriertrocknungsanlage 
vorsichtig belüftet und es werden jeder Probe 50 µl der Aufnahmelösung 
(Eluentengemisch A:B (20:80)) hinzupipettiert. Die Lösung wird unter sorgfältigem 
Spülen der Glaswand in ein Mikroinsert überführt. Anschließend wird das 
Rollrandgläschen mit einer teflonkaschierten Bördelkappe fest verschlossen. 
 
6.4 Instrumentelle Arbeitsbedingungen 
Die analytischen Messungen erfolgten an einer Gerätekopplung bestehend aus 
einem HPLC-Gradientenpumpe Agilent 1100 Series und einem API-3000 LC/MS/MS-
System der Firma Applied Biosystems. 
 
6.4.1 Hochleistungsflüssigchromatographische Arbeitsbedingungen 
Trennsäule: Material:   PEEK 
 Länge:   100 mm 
 innerer Durchmesser: 4,6 mm 
 Säulenfüllung:  ZIC HILIC, 3,5 µm 
 
Trennprinzip: Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography  
 
Temperatur: 35 °C 
 
Detektion: Tandem-Massenspektrometrischer Detektor 
 
Mobile Phase:  Eluent A:  5 mM Ammoniumacetat in Aqua bidest.,    
pH 4,0               
 Eluent B:  0,025% Ameisensäure in Acetonitril 
 
Methode: Mix.Perioden 3 (Projekt: Aminosäuren) 
   
Gradient:  siehe Tab. 2  
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Tab. 2: Programm der Gradientenpumpe 
Zeit 
(min) 
Eluent A 
vol.% 
Eluent B 
vol. % 
0 20 80 
15 80 20 
19 80 20 
20 20 80 
30 20 80 
  
Stoppzeit für das MS: 10 Minuten 
 
Flussrate: 0,5 ml/min 
 
Injektionsvolumen: 45 µl 
 
Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren. 
 
6.4.2 Massenspektrometrische Arbeitsbedingungen 
Einstellungen der Ionenquelle: 
 
Ionisationsmodus: ESI positiv 
 
Source-Temperature:  500 °C 
 
Ionspray-Voltage:   5000 V  
 
NEB:     8 
 
CUR:     8 
 
CAD:     10 
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Einstellungen des Analysers: 
 
Q 1 Resolution:   Unit 
 
Q 3 Resolution:   Unit 
 
Scan Type:    MRM 
 
Dwell Time:    500 msec 
 
Tab. 3: Parameterspezifische Einstellungen  
 
 
 DP EP FP CE CXP 
NT 227→181 41.000 9.000 170.000 18.000 11.000 
NT13C9 236→189 41.000 9.000 170.000 18.000 11.000 
Pro 116→70 31.000 10.000 170.000 19.000 6.000 
Pro13C5 121→75 31.000 10.000 200.000 21.000 6.000 
transHyp 132→86 41.000 10.000 60.000 21.000 4.000 
cisHyp 132→68 41.000 10.000 60.000 33.000 12.000 
Tyr 181→164 41.000 10.000 210.000 15.000 10.000 
Tyr13C9 191→144 41.000 10.000 200.000 17.000 10.000 
 
Die aufgelisteten Messbedingungen (siehe auch Tab. 3) sind für die eingesetzte 
Gerätekonfiguration ermittelt worden und müssen für Geräte anderer Hersteller 
gemäß deren Angaben optimiert werden. 
 
6.5 Analytische Bestimmung 
Von den nach Abschnitt 6.3.1 aufgearbeiteten Atemkondensatproben werden jeweils 
45 µl in das HPLC-Gerät injiziert.  
Bei jeder Analysenserie werden zwei Qualitätskontrollproben sowie ein 
Reagentienleerwert (bestehend aus 0,1 mM NH4Ac) mit analysiert. Liegen die 
ermittelten Messwerte außerhalb des linearen Bereichs der Kalibrierkurve, werden 
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die Atemkondensatproben mit 0,1 mM NH4Ac 1:10 verdünnt und erneut 
aufgearbeitet. 
Es werden die zeitlichen Verläufe der in Tab. 4 aufgeführten Ionenübergänge im 
MRM-Modus des Tandem-Massenspektrometers (ESI-positiv-Modus) aufgezeichnet. 
 
Tab. 4: Retentionszeiten und detektierte Ionenübergänge 
Analyt Retentionszeit 
[min] 
Ionenübergänge 
(MS/MS, ESI-pos-Modus) 
 
  Q 1 Q 3 
Pro 7,45 116,1 70,1 
Pro13C5 7,45 121,9 75,1 
trans-Hyp 7,99 132 
 
68 
86 
cis-Hyp 8,35 132 68 
86 
Tyr 6,65 181,9 164,9 
Tyr13C9 6,64 191,1 144 
NT 4,98 227 90 
181 
NT13C9 4,96 236 189 
 
Die in Tab. 4 angegebenen Retensionszeiten können nur als Anhaltspunkt dienen. 
Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten HPLC-Säule 
und des daraus resultierenden Retentionsverhaltens der Substanzen zu überzeugen. 
In Abb. 10 sind beispielhaft Chromatogramme der Standards und internen Standards 
zu sehen. 
 
6.6 Kalibrierung 
Die nach Abschnitt 6.2.4 angesetzten Vergleichsstandards in 0,1 mM NH4Ac werden 
wie die Atemkondensatproben nach Abschnitt 6.3.1 aufbereitet und entsprechend 
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den in Abschnitt 6.4.1und 6.4.2 aufgelisteten Geräteparametern analysiert. Es 
werden 45 µl der aufgearbeiteten Vergleichsstandards in das HPLC-Gerät injiziert. 
Der benötigte Reagenzienleerwert wird wie unter Abschnitt 6.3.1 beschrieben 
aufgearbeitet, wobei 0,1 mM NH4Ac verwandt wird. 
Man erstellt die Kalibrierkurven, indem die Konzentrationen der Vergleichsstandards 
gegen den Quotienten aus den Peakflächen des Analyten und des jeweiligen 
internen Standards aufgetragen werden. Die Regressionskoeffizienten der 
Kalibrierkurve werden mithilfe von Microsoft Excel berechnet. Bei Einsatz von  
1000 µl Probe wurde an dem beschriebenen Analysengerät für Hydroxyprolin und 
Nitrotyrosin ein linearer Messbereich von 0,01-1 µg/l ermittelt. Für Prolin und 
Tyrosin erstreckt sich der lineare Messbereich von 1-100 µg/l. 
 
Abb. 11 zeigt beispielhaft die Kalibrierkurven für Prolin, Tyrosin, Hydroxyprolin und 
Nitrotyrosin in 0,1 mM NH4Ac beziehungsweise Atemkondensat (vgl. Abschnitt 
6.9.2). 
 
6.7 Berechnung der Analysenergebnisse 
Die Berechnung der Konzentration in Atemkondensatproben erfolgt gegen die jeweils 
erstellten Kalibrierkurven (vgl. Abschnitt 6.6). Mit den ermittelten Quotienten der 
Peakflächen des Analyten und des zugehörigen internen Standards geht man in die 
entsprechende Kalibrierkurve ein und berechnet die dazugehörige Konzentration in 
ng/ml Atemkondensat. Gegebenenfalls kann diese Berechnung ebenfalls über die 
Auswertesoftware des LC/MS/MS-Systems erfolgen. 
 
6.8 Standardisierung der Messergebnisse und 
Qualitätssicherung 
Zur Sicherung der Qualität der Analysenergebnisse wird gemäß den Richtlinien der 
Bundesärztekammer (2003) verfahren. Zur Präzisionskontrolle wird in jeder Serie 
eine Kontrollprobe mit untersucht, die eine konstante Konzentration der Analyten 
aufweist. Da käufliches Material nicht zur Verfügung steht, muss das Kontrollmaterial 
selbst hergestellt werden. 
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Hierzu wird – analog zum Ansetzen der Standards in 0,1 mM NH4Ac – eine 
Kontrollprobe in Wasser mit einer konstanten Konzentration angesetzt. Diese wird in 
geeignete Gefässe aliquotiert, bei -20°C gelagert und bei jeder Aufarbeitung 
mitgeführt. Der Sollwert und die Toleranzbereiche des Qualitätskontrollmaterials 
werden im Rahmen einer Vorperiode (an 10 Tagen je eine Analyse des 
Kontrollmaterials) ermittelt. 
 
6.9 Beurteilung des Verfahrens 
6.9.1 Präzision 
 
Zur Ermittlung der Präzision in der Serie und von Tag zu Tag wurde 0,1 mM NH4Ac 
mit 0,25 µg/l für Hydroxyprolin und Nitrotyrosin bzw. 25 µg/l für Prolin und Tyrosin (Q 
high) sowie 0,01 µg/l für Nitrotyrosin bzw. 1 µg/l für Prolin und Tyrosin (Q low) dotiert 
und analysiert. 
Bei der 8fachen Bestimmung dieser Qualitätskontrollprobe ergaben sich die in Tab. 5 
dokumentierten Präzisionen in der Serie. 
 
Tab. 5: Präzisionen in der Serie für die Bestimmung von Pro, Hyp, Tyr und NT im Atemkondensat 
(n=8) 
Substanz Konzentration 
[µg/l] 
Standardabweichung 
(rel.) 
[%] 
Streubereich 
[%] 
Prolin 4,45 
26,21 
4,63 
2,30 
10,30 
5,13 
Hydroxyprolin 0,27 2,69 4,92 
Tyrosin 5,12 
25,98 
5,12 
3,52 
25,4 
7,90 
Nitrotyrosin 
 
0,04 
0,25 
5,87 
4,91 
13,10 
10,95 
 
Zur Ermittlung der Präzision von Tag zu Tag wurde das gleiche Material wie zur 
Berstimmung der Präzision in der Serie eingesetzt. Die Qualitätskontrollen wurden an 
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8 verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die so ermittelten Präzisionen 
von Tag zu Tag sind Tab. 6 zu entnehmen. 
 
Tab. 6: Präzisionen von Tag zu Tag für die Bestimmung von Pro, Hyp, Tyr und NT im Atemkondensat 
(n=8) 
Substanz Konzentration 
[µg/l]  
Standardabweichung 
(rel.) 
[%] 
Streubereich 
[%] 
Prolin 4,68 
26,46 
7,97 
2,61 
18,33 
6,01 
Hydroxyprolin 0,08 
0,30 
13,19 
7,48 
30,34 
17,21 
Tyrosin 5,31 
25,48 
7,92 
4,15 
18,21 
9,54 
Nitrotyrosin 
 
0,04 
0,25 
8,20 
3,54 
18,86 
8,15 
 
6.9.2 Richtigkeit 
Zur Überprüfung auf mögliche Matrixeffekte wurde ein Vergleich der Kalibrierkurven 
in 0,1 mM NH4Ac bzw. in gepooltem Atemkondensat durchgeführt. Die dabei 
erhaltenen Steigungen der Kalibrierkurven sind in Tab. 7 aufgeführt.  
 
Tab. 7: Steigungen für die Analyten in Wasser bzw. gepooltem Atemkondensat  
Substanz Steigung in 0,1 mM 
NH4Ac 
Steigung in 
gepooltem 
Atemkondensat 
Abweichung [%] 
Prolin 0,0245 0,0177 -28 
Hydroxyprolin 0,9708 0,9027 -7 
Tyrosin 0,0133 0,0096 -28 
Nitrotyrosin 4,5779 3,7593 -18 
 
Um weitere mögliche Matrixeffekte ausschliessen zu können, wurde die relative 
Wiederfindung in Individual-Atemkondensat bestimmt. Hierzu wurde ausreichend 
Atemkondensat von 4 gesunden Probanden gesammelt, das Atemkondensat mit 100 
ng/l trans-Hydroxyprolin und Nitrotyrosin bzw. 10 µg/l Prolin und Tyrosin dotiert und 
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sowohl die undotierte als auch die dotierte Probe gemessen. Die dabei erhaltenen 
Ergebnisse sowie die relativen Wiederfindungen sind Tab. 8 zu entnehmen. 
 
Tab. 8: Relative Wiederfindung in Individual-Atemkondensat 
Person Substanz Undotiert 
 [µg/l] 
Dotiert 
 [µg/l] 
Rel. 
Wiederfindung 
[%] 
AM Pro 
tHyp 
Tyr 
NT 
125,38 
0,37 
121,91 
0,09 
133,58 
0,48 
123,08 
0,17 
81,97 
106,38 
11,66 
73,39 
KG Pro 
tHyp 
Tyr 
NT 
4,81 
0,01 
4,01 
0,08 
15,56 
0,14 
14,35 
0,19 
107,53 
123,14 
103,45 
105,70 
KM Pro 
tHyp 
Tyr 
NT 
25,48 
0,03 
18,53 
0,04 
36,17 
0,13 
28,64 
0,15 
106,88 
106,24 
101,05 
105,19 
AT Pro 
tHyp 
Tyr 
NT 
36,49 
0,08 
36,82 
0,02 
48,70 
0,21 
49,69 
0,12 
122,13 
123,17 
128,72 
109,16 
TS Pro 
tHyp 
Tyr 
NT 
8,91 
0,02 
9,56 
0,01 
19,14 
0,14 
19,50 
0,13 
102,33 
119,81 
99,38 
115,78 
 
Darüber hinaus wurden die aufarbeitungsbedingten Verluste bestimmt. Dazu wurden 
jeweils 5 Qualitätskontrollstandards in 0,1 mM NH4Ac ohne Zugabe des internen 
Standards aufgearbeitet und analysiert. Gleichzeitig wurden Standards in Fließmittel 
hergestellt, die den Konzentrationen der aufgearbeiteten Proben entsprechen. Durch 
den Vergleich der Peakflächen der aufgearbeiteten Standards mit den Peakflächen 
der Fließmittel-Standards (je 5 Injektionen) ergeben sich die aufarbeitungsbedingten 
Verluste. Die aufarbeitungsbedingten Verluste sowie die absoluten Wiederfindungen 
sind in Tab. 9 dargestellt. Für Prolin und Tyrosin wurden Konzentrationen von 50 µg/l 
und 100 µg/l eingesetzt, für Hydroxyprolin und Nitrotyrosin 0,5 µg/l und 1 µg/l. 
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Tab. 9: Aufarbeitungsbedingte Verluste 
Substanz Wiederfindung% Verlust% Substanz Wiederfindung% Verlust% 
Pro,   50 µg/l 79,47 20,53 Pro, 100 µg/l 55,01 44,99 
Tyr,   50 µg/l 52,67 47,33 Tyr, 100 µg/l 53,36 46,64 
Hyp, 0,5 µg/l 88,74 11,26 Hyp,    1 µg/l 61,06 38,94 
NT,   0,5 µg/l 41,32 58,68 NT,      1 µg/l 39,29 60,71 
 
6.9.3 Nachweisgrenzen 
Unter den angegebenen Bedingungen der Probenaufbereitung und der 
hochdruckflüssigchromatographisch-massenspektroskopischen Bestimmung lag die 
Nachweisgrenze von Prolin und Tyrosin bei ca. 0,5 µg pro Liter Atemkondensat 
sowie für Hydroxyprolin und Nitrotyrosin bei ca. 5 ng pro Liter Atemkondensat. Die 
Nachweisgrenze wurde dabei aus dem 3fachen Signal-Rausch-Verhältnis 
abgeschätzt. 
 
6.9.4 Störeinflüsse 
Je nach Matrix der Probe kann die Ionisierung der Analyten mehr oder weniger stark 
unterdrückt werden (sog. Quenching). Dies macht sich in seltenen Fällen bei stark 
proteinhaltigen Proben bemerkbar und führt in dem Fall zu einer schlechteren 
Nachweisgrenze als hier angegeben.  
Für Prolin wurde ein Reagentienleerwert in der Höhe von ca. 0,5 µg/l festgestellt, für 
Tyrosin 0,66 µg/l, 0,004 µg/l für Hydroxyprolin und 0 µg/l für Nitrotyrosin. Die Werte 
größer Null sind auf die Verunreinigung der verwendeten internen Standards 
zurückzuführen (Isotopenreinheit ~90 %).  
Es ist unbedingt darauf zu achten, die Rollrandampullen mit teflonkaschierten 
Bördelkappen mit der Zange fest zu verschliessen. Die Aufnahmelösung für die 
Proben besteht zu einem hohen Prozentsatz aus Acetonitril, das sich bei höheren 
Raumtemperaturen gegebenenfalls verflüchtigt, wenn die Probe nicht fest 
verschlossen ist. Die Verwendung von „Snap-Caps“ hat sich hier als nachteilig 
erwiesen, da diese i.d.R. nicht ausreichend dicht sind. 
Ein weiterer Störeinfluss ergibt sich beim Einfrieren der Proben im Rahmen der 
Gefriertrocknung: es ist darauf zu achten, dass der Ständer für die 1,8-ml 
Rollrandampullen aus geeignetem Material ist. Die Verwendung eines Plexiglas-
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Ständers führte zu einem Platzen der Gläschen infolge der Volumenausdehnung des 
Atemkondensats (bzw. Kontraktion des Plexiglas-Ständers infolge der niedrigen 
Temperaturen).  
 
6.10 Diskussion der Methode 
Die Analyse von Atemkondensatproben ist auf Grund des geringen verfügbaren 
Probenvolumens und der gleichzeitigen Notwendigkeit, bereits sehr geringe 
Konzentrationen nachweisen zu können, kein einfaches Unterfangen. Während der 
Nachweis von t-Hydroxyprolin und Prolin aus Urin oder Gewebeproben in der 
Literatur bereits häufig beschrieben wurde (Biondi et al. 1997; Inoue et al. 2001, 
Inoue et al. 1996; Badadani et al. 2007; Delport et al. 2004; Langrock et al. 2006), 
wird hier zum ersten Mal der gleichzeitige und quantitative Nachweis für beide 
Verbindungen aus Atemkondensat erbracht. Für zuvor beschriebene Methoden, bei 
denen beide Substanzen gleichzeitig mittels HPLC Technik fluoreszens oder 
massenspektrometrisch detektiert wurden, mussten die Substanzen derivatisiert 
werden, damit sie entweder fluoreszierten (Biondi et al.1997, Inoue et al. 2001, Inoue 
et al. 1996), oder nach Derivatisierung mit Dinitrophenylhydrazin mittels UV-
Detektion analysiert werden konnten (Badadani et al. 2007). Andere Methoden, 
einschließlich GC/MS, sind nach der Derivatisierung in ein tert-Butyldimethylsilyl 
Derivat (Delport et al. 2004) durchführbar. Alle diese Methoden erfordern jedoch ein 
umfangreiches Maß an Probenaufarbeitung und aufwendige Derivatisierungsschritte, 
die kostspielig sind und die Lebenszeit und Leistungsfähigkeit der HPLC-Säulen 
erheblich mindern. Für die Determination von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin aus 
Atemkondensat gilt dies ebenso. 
Es gibt zwar Berichte über die Detektion sowohl von 3-Nitrotyrosin als auch von 
Tyrosin in Atemkondensat (Göen et al. 2005; Larstad et al. 2005; Bodini et al. 2006, 
Baraldi et al. 2006; Celio et al. 2006), jedoch lässt sich Tyrosin entweder nur einzeln 
nachweisen (Göen et al. 2005; Larstad et al. 2005; Bodini et al. 2006; Celio et al. 
2006) und/oder es ist eine aufwendige Probenaufarbeitung zur Analyse mittels 
GC/MS (Larstad et al. 2005; Celio et al. 2006) oder LC/MS/MS (Göen et al. 2005) 
erforderlich, oder aber der Einsatz von Enzym-Immuntests führt zu mangelnder 
Spezifität (Celio et al. 2006). 
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Um die Derivatisierung der Verbindungen zu umgehen und trotzdem t-Hydroxyprolin, 
Prolin, Nitrotyrosin und Tyrosin gleichzeitig und mittels Tandem-
Massenspektrometrie als spezifische und sehr empfindliche Detektion nutzen zu 
können, haben wir die Hydrophile-Interaktions-Flüssigkeitschromatographie (HILIC) 
als technische Alternative gewählt. 
Die Reversed Phasen Technik (RP, oder auch Umkehrphase) ist für die Auftrennung 
von Verbindungen mit einer hohen Polarität nicht geeignet, da sie - mit Ausnahme 
von Nitrotyrosin (Göen et al. 2005) - so gut wie keine Retentionszeiten auf RP Säulen 
zeigen. Der Einsatz von “klassischen” Normal Phasen Säulen würde organische 
Laufmittel erfordern, die die HPLC Pumpendichtungen angreifen und die Methode als 
ganze komplizieren würde. Eine Alternative zur Auftrennung von polaren Substanzen 
ist eine HILIC-Säule, die der Normal-Phasen-Technik ähnlich ist, da ihre stationäre 
Phase, Silica-Gel modifiziert mit starken polaren Gruppen, ebenfalls polar ist. Die 
HILIC-Technik ist bereits erfolgreich für die Auftrennung von Kohlenhydraten und 
Peptiden eingesetzt worden (Alpert et al. 1990; Alpert et al. 1994; Lindner et al. 1996; 
Lindner et al. 1997). Die weitere Entwicklung von verschiedenen stationären Phasen 
hat dazu geführt, dass diese Technik vermehrt in der analytischen Chemie, so zum 
Beispiel zur Analyse von polaren Nahrungsmittelbestandteilen (Schlichtherle-Cerny 
et al. 2003), oder im Screening von polaren Metaboliten in Körperflüssigkeiten 
(Godejohann et al. 2007) Anwendung findet. Die mobilen Phasen, die für die HILIC 
verwendet werden, bestehen aus einem wässrigen und einem organischen Eluenten, 
wobei der wässrige Eluent der stärkste ist. Der Lauf wird daher mit einem geringen 
Anteil des wässrigen Eluenten begonnen, welcher während des Laufs auf 80% 
erhöht wird, so dass zuerst die unpolaren Verbindungen und dann die höher polaren 
eluiert werden. 
Die Reihenfolge der Elution ist dementsprechend umgekehrt zu der der RP 
Chromatographie, bei der die polaren Verbindungen die kürzeren Retentionszeiten 
haben (Idborg et al. 2005). HILIC eignet sich sehr gut in der Kombination mit einer 
massenspektrometrischen Detektion und ist dabei häufig 10 – 1000fach sensitiver als 
die herkömmliche RP-HPLC. 
Da Atemkondensat nur wenig Matrix enthält und das verfügbare Volumen limitiert ist, 
wurden die Atemkondensatproben zur Aufarbeitung und Aufkonzentrierung lediglich 
lyophilisiert. Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, sind die Chromatogramme sehr scharf, 
die Peaks sind deutlich vom Hintergrundrauschen abgegrenzt und unterliegen keinen 
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störenden Einflüssen. Die Nachweisgrenze von 0,5 µg/l für Prolin und Tyrosin und  5 
ng/l für t-Hydroxyprolin und Nitrotyrosin sind für Nitrotyrosin besser als in der Literatur 
beschrieben (Göen et al. 2005, Larstad et al. 2005, Bodini et al. 2006, Baraldi et al. 
2006, Celio et al. 2006). Hinsichtlich der niedrigen Konzentrationen, die eingesetzt 
wurden, sind die Präzisions-Daten hervorragend. Sie liegen für die Präzision in Serie 
zwischen 2,3 und 7% und für die Präzision von Tag zu Tag zwischen 2,6 und 13,2%. 
Auch die Daten für die Richtigkeit in Individual-Atemkondensat sind sehr gut. Die 
Richtigkeiten betragen 104,2% für Prolin, 115,8% für t-Hydroxyprolin, 88,9% für 
Tyrosin und 101,9% für Nitrotyrosin. Hierin zeigt sich die gute Kompensation von 
möglichen Matrix Effekten durch den Gebrauch von markierten internen Standards. 
Entsprechend den guten Werten für die Präzision und Richtigkeit für t-Hydroxyprolin 
zeigt sich aber auch, dass hier cis-Hydroxyprolin einen geeigneten internen Standard 
darstellt. 
So weit bekannt, ist die hier entwickelte und beschriebene Methode die erste, die es 
erlaubt, Nitrotyrosin, Tyrosin, Prolin und Hydroxyprolin gleichzeitig in Atemkondensat 
zu detektieren. Das erforderliche Probenvolumen von 1ml ist für die simultane 
Detektion von vier verschiedenen Substanzen aus dieser Matrix ebenfalls sehr 
gering. Die Peaks, die mittels der HILIC-Säule erzielt werden konnten, waren scharf 
und die Rententionszeiten ließen sich, auch nach längerer Messpause, ohne 
merkliche Verschiebungen, reproduzieren. Die zwitterionischen Eigenschaften der 
hier verwendeten ZIC-HILIC® Säule machen diese für die Bestimmung von 
Aminosäuren besonders geeignet (Schettgen et al. 2007). 
 
Verwendete Messgeräte: 
HPLC 1100 Series von Agilent mit integriertem Probengeber sowie tandem-
massenspektrometrischer Detektor API-3000 von Applied Biosystems, 
Auswertungssoftware: Analyst Version 1.3, Applied Biosystems.
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7 Bestimmung von Hydroxyprolin, Prolin, Nitrotyrosin und 
Tyrosin in Serum 
7.1 Grundlage des Verfahrens 
Die Methode ermöglicht das gleichzeitige Messen von l-Prolin, trans-l-4-
Hydroxyprolin, l-Tyrosin und 3-Nitrotyrosin in Serum von Personen der 
Allgemeinbevölkerung bzw. Risikogruppen.  
Nach der Abnahme des Blutes in spezielle Serummonovetten wird das Serum durch 
Abzentrifugieren der roten und weißen Blutkörperchen gewonnen und aliquotiert. 
Zur Probenvorbereitung wird das Serum in dem Eluentengemisch der HPLC 
verdünnt und anschliessend mittels HPLC getrennt und tandem-massenspektro-
metrisch detektiert. 
Die Kalibrierung erfolgt mit Vergleichsstandards, die in Wasser angesetzt und in der 
gleichen Weise behandelt werden, wie die zu analysierenden Proben. Als interner 
Standard wird den Serum-Proben l-Prolin13C5, 15N (Pro 13C5), l-Tyrosine-u-13 C9     
(Tyr 13C9), 13C9-3-Nitrotyrosine (NT13C9) sowie cis-4-Hydroxy-l-Prolin zugesetzt. 
 
7.2 Geräte, Chemikalien und Lösungen 
7.2.1 Geräte 
HPLC-System bestehend aus einer quaternären Gradientenpumpe (Agilent 1100 
Series), einer Vorrichtung zum Entgasen der Eluenten, einem Säulenthermostat, 
einem Injektionsventil, einer 100 µl Probenschleife, einem Pumpenkopf für 100 µl, 
einem automatischen Probengeber, einem tandem-massenspektrometrischen 
Detektor (Applied Biosystems API 3000) sowie einem PC-System zur 
Datenauswertung. 
HPLC- Säule: 
ZIC-HILIC©, Länge: 100 mm; innerer Durchmesser: 4,6 mm; Teilchendurchmesser: 
3,5 µm (Sequant, Best.Nr.: 2702-105) 
Vorsäule: 
ZIC-HILIC©, Länge 20 mm; innerer Durchmesser: 2,1 mm; Teilchendurchmesser       
5 µm (Sequant, Best.Nr.: 2712-721) 
Interner Laufmittel-Vorfilter: 
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Supelco Replacement Frits 3 mm, 0.5 µm for pre-column filter for 4.6 mm column 
(Supelco, Best. Nr.: 57677) 
Thermostatisierbarer Säulenofen  
pH-Meter mit Einstabmesskette (Mettler-Toledo) 
1,8-ml-Rollrandgläschen mit PTFE-kaschierten Septen und Bördelkappen sowie 
Verschlusszange (Macherey-Nagel, Düren) 
Mikroeinsätze für die Rollrandgläschen, Nutzvolumen 250 µl (Macherey-Nagel, 
Düren) 
Mikroliterpipetten, variabel zwischen 10 und 100 µl (Eppendorf) 
Mikroliterpipetten, variabel zwischen 100 und 1000 µl (Eppendorf) 
Multipette (Eppendorf) 
10-, 20-, und 1000 ml Messkolben (Brand) 
1 l Laborflaschen mit Schraubverschluss 
Magnetrührer (IKA Labortechnik) 
 
7.2.2 Chemikalien 
Wenn nicht anders angegeben, sind alle genannten Chemikalien von mindestens 
p.a.-Qualität zu verwenden. 
l-Prolin (Sigma P 0380) 
l- Prolin13C5 ,
15N (ISOTEC (Sigma-Aldrich), 608114) 
trans-l-4-Hydroxyprolin (Applichem A 3710.0025) 
cis-4-Hydroxy-l-Prolin (Sigma H1637) 
l-Tyrosin (Merck 1.08371.0025) 
l-Tyrosin13C9 (Cambridge Isotope Laboratories, Inc CLM 2263) 
Nitrotyrosin (Cayman chemical company 1-800-364-9897) 
13C9-3-Nitrotyrosine (Selbstsynthese, Petra Dewes) 
Ammoniumacetat (Merck) 
Ameisensäure (100 %) (Merck) 
Acetonitril, HPLC-grade (Baker) 
Methanol, HPLC-grade (Baker) 
Deionisiertes Wasser (über Millipore®-Technik) 
 
Bestimmung von Hydroxyprolin, Prolin, Nitrotyrosin und Tyrosin in Serum  
 
 46
7.2.3 Lösungen 
10 %ige Ameisensäure: 
5 ml Ameisensäure (100 %) werden in einen 50 ml Messkolben pipettiert. Der 
Messkolben wird mit Aqua bidest. bis zur Marke aufgefüllt. Die Lösung ist bei 
Raumtemperatur mind. 6 Monate haltbar. 
 
5 mM Ammoniumacetat-Lösung (Grundlösung zum Aufbewahren der HILIC, pH 6,8): 
In einem 250 ml-Becherglas werden 385 mg Ammoniumacetat eingewogen. Die 
Einwaage wird in ca. 200 ml Aqua bidest. gelöst und unter Nachspülen mit Aqua 
bidest. in einen 1000 ml Messkolben überführt. Der pH-Wert der Lösung wird unter 
ständigem Rühren auf dem Magnetrührer mit Hilfe der 10%igen Ameisensäure auf 
genau pH 6,8 eingestellt. Anschliessend wird der Messkolben mit Aqua bidest. bis 
zur Marke aufgefüllt. 
 
Aufbewahrungslösung für HILIC: 
In einem Messzylinder werden 800 ml Acetonitril abgemessen und mit 200 ml der     
5 mM Ammoniumacetat-Lösung (Grundlösung zum  Aufbewahren der HILIC, pH 6,8) 
zusammen in eine 1000 ml Schraubflasche überführt. 
 
Eluent A (5 mM Ammoniumacetat, pH 4,0): 
In einem 250 ml-Becherglas werden 385 mg Ammoniumacetat eingewogen. Die 
Einwaage wird in ca. 200 ml Aqua bidest. gelöst und unter Nachspülen mit Aqua 
bidest. in einen 1000 ml Messkolben überführt. Der pH-Wert der Lösung wird unter 
ständigem Rühren auf dem Magnetrührer mit Hilfe der 10%igen Ameisensäure auf 
genau pH 4,0 eingestellt. Anschliessend wird der Messkolben mit Aqua bidest. bis 
zur Marke aufgefüllt. 
 
Eluent B (0,025 % Ameisensäure in Acetonitril): 
In einem 1000 ml Messkolben werden ca. 600 ml Acetonitril vorgelegt. Es werden 
250 µl Ameisensäure hinzupipettiert, kurz geschwenkt und der Messkolben mit 
Acetonitril bis zur Marke aufgefüllt. 
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Verdünnungs-Lösung für die Proben: 
In einen 100 ml Messkolben werden 80 ml Eluent B pipettiert. Anschliessend wird der 
Messkolben mit Eluent A bis zur Marke aufgefüllt (= Fließmittel A:B (20:80)). 
 
Lösung des internen Standards 
 
Stammlösung l- Prolin13C5,
15N: 
10 mg l-Prolin13C5,
15N werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 
1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 
Monate haltbar.  
 
Stammlösung cis-4-Hydroxy-l-Proline: 
10 mg cis-4-Hydroxy-l-Proline werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 
1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 
Monate haltbar.  
 
Zwischenverdünnung cis-4-Hydroxy-l-Proline: 
20 µl der Stammlösung cis-4-Hydroxy-l-Proline werden in einen 20 ml Messkolben 
pipetiert eingewogen. Der Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. 
Die Konzentration beträgt 1 mg/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter 
diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar.  
 
Stammlösung l-Tyrosin13C9: 
5 mg l-Tyrosin13C9 werden in einen 50 ml Messkolben eingewogen und dieser wird 
bis zur Marke mit 5 mM NH4Ac, pH 4 (gleiche Lösung wie Eluent A) aufgefüllt. Die 
Konzentration beträgt 0,1 g/l. Die Lösung kann nicht in höherer Konzentration 
hergestellt werden, da l-Tyrosin13C nicht gut wasserlöslich ist. Die Lösung wird bei 
 -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
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Stammlösung 13C9-3-Nitrotyrosin:  
Als Stammlösung wird das selbst synthetisierte 13C9-3-Nitrotyrosine verwendet. 10 
mg des getrockneten Reaktionsproduktes werden in 1 ml 2 mM NH4Ac-Lösung 
gelöst, daraus ergibt sich eine Stammlösung mit einer Konzentration von 10 g/l.  
 
Zwischenverdünnung 13C9-3-Nitrotyrosin: 
Die Stammlösung wird zunächst 1:1000 verdünnt. Dafür werden 10 µl der 
Stammlösung in einen 10 ml Messkolben überführt und dieser bis zur Marke mit 2 
mM NH4Ac-Lösung aufgefüllt (Konzentration Lsg. A 10 mg/l). In einem weiteren 
Verdünnungsschritt werden 300 µl von Lsg. A zu 9700 µl 2 mM NH4Ac- Puffer 
gegeben. Daraus ergibt sich die Zwischenverdünnung mit einer Konzentration von 
300 µg/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 
6 Monate haltbar. 
 
Arbeitslösung IST aus l- Prolin13C5,
15N, cis-4-Hydroxy-l-Proline, l-Tyrosin13C9 und 
13C9-3-Nitrotyrosin: 
20 µl der Stammlösung l- Prolin13C werden in einen 10 ml Messkolben pipettiert 
(Verdünnung 1:500). Dazu werden 200 µl der Zwischenverdünnung cis-4-Hydroxy-l-
Proline (Verdünnung 1:50), 200 µl der Stammlösung l-Tyrosin13C (Verdünnung 1:50) 
und 667 µl der Zwischenverdünnung 13C9-3-Nitrotyrosin (Verdünnung 1:15) pipettiert. 
Anschließend wird der Messkolben bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die 
Konzentrationen der internen Standards betragen nun 2 mg/l für l- Prolin13C und       
l-Tyrosin13C und 0,02 mg/l für cis-4-Hydroxy-l-Proline und 13C9-3-Nitrotyrosin. 
 
7.2.4 Vergleichsstandards in Wasser 
Stammlösung l-Prolin: 
10 mg l-Prolin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben wird 
bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 1 g/l. Die Lösung 
wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar.  
 
Stammlösung trans-l-4-Hydroxyprolin: 
10 mg trans-l-4-Hydroxyprolin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der 
Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 
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1 g/l. Die Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 
Monate haltbar. 
 
Stammlösung l-Tyrosin:  
10 mg l-Tyrosin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Aqua bidest. wird 
vorgelegt, anschließen werden 1000 µl Ameisensäure zugesetzt, um die gewünschte 
Löslichkeit zu erreichen. Der Messkolben wird dann bis zur Marke mit Aqua bidest. 
aufgefüllt und für 15 Min. in ein Ultraschallbad gesetzt, ebenfalls um eine vollständige 
Löslichkeit zu erreichen. Die Konzentration beträgt 1g/l. Die Lösung wird bei -20°C 
gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Stammlösung Nitrotyrosin: 
10 mg Nitrotyrosin werden in einen 10 ml Messkolben eingewogen. Der Messkolben 
wird bis zur Marke mit 0,1 mM NH4Ac aufgefüllt. Die Konzentration beträgt 1 g/l. Die 
Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate 
haltbar. 
 
Gebrauchslösung Nitrotyrosin: 
Von der Stammlösung werden Nitrotyrosin 100 µl in einen 10 ml Messkolben 
pipettiert. Der Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua bidest. aufgefüllt 
(Verdünnungsfaktor 1:100). Die Konzentration beträgt 10 mg/l. Die Lösung wird bei  
-20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate haltbar. 
 
Gebrauchslösung Prolin, Hydroxyprolin und Tyrosin: 
Von der Stammlösung l-Prolin, trans-l-4-Hydroxyprolin und l-Tyrosin werden 1000 µl 
in je einen 10 ml Messkolben pipetiert. Der Messkolben wird bis zur Marke mit Aqua 
bidest. aufgefüllt (Verdünnungsfaktor 1:10). Die Konzentration beträgt 0,1 g/l. Die 
Lösung wird bei -20°C gelagert und ist unter diesen Bedingungen mind. 6 Monate 
haltbar. 
 
Aus den Stamm- und Gebrauchslösungen werden durch Verdünnen mit Aqua bidest. 
Vergleichsstandards in einem Konzentrationsbereich von 0,2-1 mg/l Nitrotyrosin 
sowie 2-100 mg/l l-Prolin, trans-l-4-Hydroxyprolin und l-Tyrosin nach dem in Tab. 10 
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dokumentierten Pipettierschema hergestellt. Als Leerwert wird Aqua bidest. 
mitgeführt. 
 
Tab. 10: Pipettierschema in µl zur Herstellung von Vergleichsstandards und Qualitätskontrollen (QK), 
Ansatz je 1 ml 
Punkte Auffüllen 
mit x µl 
H2O 
Pro 
1g/l 
Pro 
100 
µg/ml 
Hyp 
1g/l 
Hyp 
100 
µg/ml 
Tyr 
1g/l 
Tyr 
100 
µg/ml 
NT 
10 
µg/ml 
LW 1000 / / / / / / / 
     2 920 /    20 /    20 / 20    20 
     5 800 /    50 /    50 / 50    50 
   10 600 /  100 /  100 / 100  100 
   25 925    25 /    25 /    25 / / 
   50 850    50 /    50 /    50 / / 
 100 700  100 /  100 /  100 / / 
 
Die Stammlösungen, Zwischenverdünnung und Gebrauchslösungen werden bei        
-20 °C gelagert und sind so mind. 6 Monate haltbar. 
Die Vergleichsstandards werden in geeignete Gefäße (Eppendorf) zu je 1,1 ml 
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Sie sind mind. 2 Monate haltbar. 
 
7.3 Probennahme und Probenvorbereitung 
Das Serum der Probanden wird durch qualifiziertes Personal des Instituts für 
Arbeitsmedizin und Sozialmedizin Aachen in Serummonovetten entnommen. 
Das Serum wird möglichst direkt nach der Probennahme für 10 Minuten bei 3000 g 
abzentrifugiert und anschließend zu jeweils 550 µl-Portionen in 1,5 ml Eppendorf-
Gefäße (Eppi) aliquotiert. Die Gefäße werden wischfest mit Aufkleber und Tesafilm 
beschriftet und bei -80°C eingefroren gelagert. Auf diese Weise ist das Serum 
mindestens ein halbes Jahr haltbar.  
 
7.3.1 Probenaufbereitung des Serums 
Vor der Analyse werden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und gut 
durchmischt. Es werden jeweils 100 µl der Probe in ein Eppi pipettiert.  
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Mit Hilfe einer Multipette werden dann 400 µl der Methanol hinzugegeben 
(Verdünnung 1:5). Die Proben werden kurz gevortext und anschließen bei 3000 g für 
10 Minuten zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand in ein neues Eppi 
überführt und gut durchmischt. 40 µl des Überstands werden in ein neues Eppi 
überführt. Mit Hilfe einer Multipette werden 960 µl Eluentengemisch A:B (20:80) 
hinzu pipettiert.  
Die Proben werden gründlich durchmischt und 25 µl der Lösung werden in ein 1,5 ml 
Rollrandgläschen mit Glasinsert überführt. Zu jeder Probe werden 25 µl der 
Arbeitslösung des internen Standards gegeben. Es wird erneut durchmischt. 
Anschliessend wird das Rollrandgläschen mit einer teflonkaschierten Bördelkappe 
fest verschlossen. 
 
7.4 Instrumentelle Arbeitsbedingungen 
Die analytischen Messungen erfolgten an einer Gerätekopplung, bestehend aus 
einem HPLC-Gradientenpumpe Agilent 1100 Series und einem API-3000 LC/MS/MS-
System der Firma Applied Biosystems. 
 
7.4.1 Hochleistungsflüssigchromatographische Arbeitsbedingungen 
Trennsäule: Material:   PEEK 
 Länge:   100 mm 
 innerer Durchmesser: 4,6 mm 
 Säulenfüllung:  ZIC HILIC, 3,5 µm 
 
Trennprinzip: Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography  
 
Temperatur: 35 °C 
 
Detektion: Tandem-Massenspektrometrischer Detektor  
 
Mobile Phase:  Eluent A:  5 mM Ammoniumacetat in bidest. Wasser,  
pH 4,0               
 Eluent B:  0,025% Ameisensäure in Acetonitril 
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Methode: Mix.Perioden 4 (Projekt: Aminosäuren) 
   
Gradient:  siehe Tab. 11 
 
Tab. 11: Programm der Gradientenpumpe 
Zeit 
(min) 
Eluent A 
vol.% 
Eluent B 
vol. % 
  0 20 80 
15 80 20 
19 80 20 
20 20 80 
30 20 80 
 
Stoppzeit für das MS: 10 Minuten 
 
Flussrate: 0,5 ml/min 
 
Injektionsvolumen: 45 µl 
 
Alle anderen Parameter sind nach Herstellerangaben zu optimieren. 
 
7.4.2 Massenspektrometrische Arbeitsbedingungen 
Einstellungen der Ionenquelle: 
 
Ionisationsmodus:   ESI positiv 
 
Source-Temperature:  500 °C 
 
Ionspray-Voltage:   5000 V  
 
NEB:     8 
 
CUR:     8 
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CAD:     10 
 
Einstellungen des Analysers: 
 
Q 1 Resolution:   Unit 
 
Q 3 Resolution:   Unit 
 
Scan Type:    MRM 
 
Dwell Time:    500 msec 
 
Tab. 12: Parameterspezifische Einstellungen  
  DP EP FP CE CXP 
NT 227→181 41.000   9.000 170.000 18.000 11.000 
NT13C9 236→189 41.000   9.000 170.000 18.000 11.000 
Pro 116→  70 31.000 10.000 170.000 19.000   6.000 
Pro13C5 121→  75 31.000 10.000 200.000 21.000   6.000 
transHyp 132→  86 41.000 10.000   60.000 21.000   4.000 
cisHyp 132→  68 41.000 10.000   60.000 33.000 12.000 
Tyr 181→164 41.000 10.000 210.000 15.000 10.000 
Tyr-13C9 191→144 41.000 10.000 200.000 17.000 10.000 
 
Die aufgelisteten Messbedingungen (siehe auch Tab. 12) sind für die eingesetzte 
Gerätekonfiguration ermittelt worden und müssen für Geräte anderer Hersteller 
gemäß deren Angaben optimiert werden. 
 
7.5 Analytische Bestimmung 
Von den nach Abschnitt 7.3.1 aufgearbeiteten Serumproben werden jeweils 45 µl in 
das HPLC-Gerät injiziert.  
Bei jeder Analysenserie werden zwei Qualitätskontrollproben sowie ein 
Reagentienleerwert (bestehend aus Aqua bidest.) mit analysiert. Liegen die 
ermittelten Messwerte außerhalb des linearen Bereichs der Kalibrierkurve, werden 
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die Serumproben 1:2 in dem Eluentengemisch A:B (20:80) verdünnt und erneut 
aufgearbeitet. 
Es werden die zeitlichen Verläufe der in Tab. 13 aufgeführten Ionenübergänge im 
MRM-Modus des Tandem-Massenspektrometers (ESI-positiv-Modus) aufgezeichnet. 
 
Tab. 13: Retentionszeiten und detektierte Ionenübergänge 
Analyt Retentionszeit 
[min] 
Ionenübergänge 
(MS/MS, ESI-pos-Modus) 
 
  Q 1 Q 3 
l-Prolin 7,45 116,1 70,1 
l- Prolin13C5 7,45 121,9 75,1 
trans-l-
Hydroxyprolin 
7,99 132,0 
 
68,0 
86,0 
cis-4-Hydroxy-l-
Proline 
8,35 132,0 68,0 
86,0 
l-Tyrosin 6,65 181,9 164,9 
l-Tyrosin13C9 6,64 191,1 144,0 
Nitrotyrosin 
 
4,98 227,0 90,0 
181,0 
13C9-3-
Nitrotyrosine 
4,96 236,0 189,0 
 
Die in Tab. 13 angegebenen Retentionszeiten können nur als Anhaltspunkte dienen. 
Der Anwender hat sich selbst von der Trennleistung der verwendeten HPLC-Säule 
und des daraus resultierenden Retentionsverhaltens der Substanzen zu überzeugen.  
 
7.6 Kalibrierung 
Die nach Abschnitt 7.2.4 angesetzten Vergleichsstandards in Aqua bidest. werden 
wie die Serumproben nach Abschnitt 7.3.1 aufbereitet und entsprechend den in 
Abschnitt 7.4.1 und 7.4.2 aufgelisteten Geräteparametern analysiert. Es werden 45 µl 
der aufgearbeiteten Vergleichsstandards in das HPLC-Gerät injiziert. 
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Der benötigte Reagenzienleerwert wird, wie unter Abschnitt 7.3.1 beschrieben 
aufgearbeitet, wobei Aqua bidest. verwandt wird. 
Man erstellt die Kalibrierkurven, indem die Konzentrationen der Vergleichsstandards 
gegen den Quotienten aus den Peakflächen des Analyten und des jeweiligen 
internen Standards aufgetragen werden. Die Regressionskoeffizienten der 
Kalibrierkurve werden mithilfe von Microsoft Excel berechnet. Bei Einsatz von  
1000 µl Probe wurde an dem beschriebenen Analysengerät für Nitrotyrosin ein 
linearer Messbereich von 0,2-1 mg/l ermittelt, für Prolin, Hydroxyprolin und 
Tyrosin erstreckt sich der lineare Messbereich von 2-100 mg/l.  
 
Abb. 12 zeigt beispielhaft die Kalibrierkurven für Prolin, Tyrosin, Hydroxyprolin und 
Nitrotyrosin in Aqua bidest. beziehungsweise Serum (vgl. Abschnitt 7.9.2). 
 
7.7 Berechnung der Analysenergebnisse 
Die Berechnung der Konzentration in den Serumproben erfolgt gegen die jeweils 
erstellten Kalibrierkurven (vgl. Abschnitt 7.6). Mit den ermittelten Quotienten der 
Peakflächen des Analyten und des zugehörigen internen Standards geht man in die 
entsprechende Kalibrierkurve ein und berechnet die dazugehörige Konzentration in 
µg/ml Serum. Gegebenenfalls kann diese Berechnung ebenfalls über die 
Auswertesoftware des LC/MS/MS-Systems erfolgen. 
 
7.8 Standardisierung der Messergebnisse und 
Qualitätssicherung 
Zur Sicherung der Qualität der Analysenergebnisse wird gemäß den Richtlinien der 
Bundesärztekammer (2003) verfahren. Zur Präzisionskontrolle wird in jeder Serie 
eine Kontrollprobe mit untersucht, die eine konstante Konzentration der Analyten 
aufweist. Da käufliches Material nicht zur Verfügung steht, muss das Kontrollmaterial 
selbst hergestellt werden.  
Hierzu wird – analog zum Ansetzen der Standards in Aqua bidest. – eine 
Kontrollprobe in Rinderserum mit einer konstanten Konzentration angesetzt. Diese 
wird in geeignete Gefässe aliquotiert, bei -20°C gelagert und bei jeder Aufarbeitung 
mitgeführt. Der Sollwert und die Toleranzbereiche des Qualitätskontrollmaterials 
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werden im Rahmen einer Vorperiode (an 10 Tagen je eine Analyse des 
Kontrollmaterials) ermittelt. 
7.9 Beurteilung des Verfahrens 
7.9.1 Präzision 
Zur Ermittlung der Präzision in der Serie und von Tag zu Tag wurde Rinderserum mit 
0,2 mg/l für Nitrotyrosin bzw. 10 mg/l für Prolin, Hydroxyprolin und Tyrosin (Q low) 
sowie 1 mg/l für Nitrotyrosin bzw. 50 mg/l für Prolin und Tyrosin (Q high) dotiert und 
analysiert.  
Bei der 8fachen Bestimmung dieser Qualitätskontrollprobe ergaben sich die in     
Tab. 14 dokumentierten Präzisionen in der Serie.  
 
Tab. 14: Präzisionen in der Serie für die Bestimmung von Pro, Hyp, Tyr und NT im Serum (n=8) 
Substanz Konzentration 
[mg/l]  
Standardabweichung 
(rel.) 
[%] 
Streubereich 
[%] 
l-Prolin 16.52 
51.83 
1.2 
1.3 
2.8 
3.0 
Trans-l-4-
Hydroxyprolin 
12.97 
48.37 
4.8 
1.2 
11.0 
2.8 
l-Tyrosin 14.83 
49.59 
4.4 
3.9 
10.12 
8.29 
Nitrotyrosin 
 
0.15 
0.85 
12.9 
3.8 
29.67 
8.75 
 
Zur Ermittlung der Präzision von Tag zu Tag wurde das gleiche Material wie zur 
Bestimmung der Präzision in der Serie eingesetzt. Die Qualitätskontrollen wurden an 
8 verschiedenen Tagen aufgearbeitet und analysiert. Die so ermittelten Präzisionen 
von Tag zu Tag sind Tab. 15 zu entnehmen. 
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Tab. 15: Präzisionen von Tag zu Tag für die Bestimmung von Pro, Hyp, Tyr und NT im Serum (n=8) 
Substanz Konzentration 
[mg/l]  
Standardabweichung 
(rel.) 
[%] 
Streubereich 
[%] 
l-Prolin 10,26 
16,30 
53,61 
5,3 
2,9 
3,3 
12,2 
6,6 
7,6 
Trans-l-4-
Hydroxyprolin 
4,85 
13,46 
50,23 
10,4 
4,9 
3,9 
23,9 
11,3 
9,0 
l-Tyrosin 8,41 
13,94 
50,26 
8,4 
5,3 
1,9 
19,4 
12,2 
4,5 
Nitrotyrosin 
 
0,15 
0,86 
9,6 
4,1 
22,2 
9,5 
 
7.9.2 Richtigkeit 
Zur Überprüfung auf mögliche Matrixeffekte wurde ein Vergleich der Kalibrierkurven 
in Aqua bidest. bzw. in Rinderserum durchgeführt. Die dabei erhaltenen Steigungen 
der Kalibrierkurven sind in Tab. 16 aufgeführt.  
 
Tab. 16: Steigungen für die Analyten in Wasser bzw. Rinderserum  
Substanz Steigung in bidest. 
Wasser 
Steigung in Rinder-
serum 
Abweichung [%] 
l-Prolin 0,0048 0,0048 -1 
Trans-l-4-Hydroxyprolin 0,0879 0,0870 1 
l-Tyrosin 0,0016 0,0015 7 
Nitrotyrosin 0,7704 0,7717 0 
 
Um weitere mögliche Matrixeffekte ausschließen zu können, wurde die relative 
Wiederfindung in Individual-Serum bestimmt. Hierzu wurde Serum von 5 Probanden 
gesammelt, das Serum mit 1 mg/l Nitrotyrosin bzw. 10 mg/l Prolin, trans-
Hydroxyprolin und Tyrosin dotiert und sowohl die undotierte als auch die dotierte 
Probe gemessen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sowie die relativen 
Wiederfindungen sind Tab. 17 zu entnehmen. 
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Tab. 17: Relative Wiederfindung in Individual-Serum 
Substanz 
dotiert mit 
Probe Undotiert 
 [µg/l] 
Dotiert 
 [µg/l] 
Rel. 
Wiederfindung 
[%] 
Pro 100 g/l 1313 
1314 
1315 
17,87 
27,93 
19,27 
93,01 
98,21 
101,36 
75 
70 
82 
Hyp 10mg/l 1286 
1287 
1288 
1289 
1290 
2,66 
3,18 
1,69 
1,48 
2,60 
8,55 
6,84 
8,24 
7,93 
6,85 
85 
68 
82 
79 
69 
Tyr 10 mg/l 1286 
1287 
1288 
1289 
1290 
14,57 
12,28 
13,10 
11,81 
12,58 
20,9 
17,56 
18,27 
18,03 
17,74 
63 
53 
52 
62 
52 
NT 1 mg/l 1286 
1287 
1288 
1289 
1290 
0 
0 
0 
0 
0 
0,90 
0,86 
0,87 
0,93 
0,93 
90 
86 
87 
93 
93 
 
7.9.3 Nachweisgrenzen 
Unter den angegebenen Bedingungen der Probenaufbereitung und der 
hochdruckflüssigchromatographisch-massenspektroskopischen Bestimmung wird die 
Nachweisgrenze von Prolin, Hydroxyprolin und Tyrosin auf 0,25 mg/l Serum 
geschätzt. Die tatsächliche NWG wird noch um einiges kleiner sein, lässt sich aber 
nicht genau angeben, da alle gemessenen Serum Proben minimal einen Wert von 10 
mg/l für Prolin, 0,5 mg/l für Hydroxyprolin und 6 mg/l für Tyrosin aufwiesen. Da das 
Serum zur Aufarbeitung 250fach verdünnt wurde und mit dieser Verdünnung eine 
sehr gute Messbarkeit der Parameter erreicht wurde, kann die NWG für Nitrotyrosin 
nur mit ca. 0,1 mg/l aus der EK abgeschätzt werden, da unter diesen Bedingungen 
der Nachweis im Serum nicht mehr möglich war. Die Nachweisgrenze wurde dabei 
aus dem 3fachen Signal-Rausch-Verhältnis abgeschätzt.  
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7.9.4 Störeinflüsse 
Je nach Matrix der Probe kann die Ionisierung der Analyten mehr oder weniger stark 
unterdrückt werden (sog. Quenching). Dies macht sich in seltenen Fällen bei stark 
proteinhaltigen Proben bemerkbar und führt in dem Fall zu einer schlechteren 
Nachweisgrenze als hier angegeben. 
Für Prolin wurde ein Reagentienleerwert in der Höhe von ca. 0,5 µg/l festgestellt, für 
Tyrosin 0,66 µg/l, 0,004 µg/l für Hydroxyprolin und 0 µg/l für Nitrotyrosin. Die Werte 
größer Null sind auf die Verunreinigung der verwendeten internen Standards 
zurückzuführen (Isotopenreinheit ~90 %). 
Es ist unbedingt darauf zu achten, die Rollrandampullen mit teflonkaschierten 
Bördelkappen mit der Zange fest zu verschliessen. Die Aufnahmelösung für die 
Proben besteht zu einem hohen Prozentsatz aus Acetonitril, das sich bei höheren 
Raumtemperaturen gegebenenfalls verflüchtigt, wenn die Probe nicht fest 
verschlossen ist. Die Verwendung von „Snap-Caps“ hat sich hier als nachteilig 
erwiesen, da diese i.d.R. nicht ausreichend dicht sind. 
 
7.10 Diskussion der Methode 
Diese Methode erlaubt die simultane, sensitive und hochspezifische Quantifizierung 
von Hydroxyprolin und Nitrotyrosin sowie der unveränderten Aminosäuren Prolin und 
Tyrosin in Serum von Probanden der Allgemeinbevölkerung sowie von 
Risikogruppen.  
Ein entscheidender Vorteil dieses Verfahrens ist die simultane Quantifizierung des 
Prolins und Tyrosins als Bezugssubstanz für das Hydroxyprolin resp. Nitrotyrosin im 
Serum. Damit kann der Gehalt an Hydroxyprolin und NT in Serum durch den Bezug 
auf die Ausgangssubstanzen Prolin und Tyrosin relativiert werden, was die 
Aussagekraft der Messungen entscheidend verbessert.  
Dies wurde durch die Verwendung einer neuartigen HILIC-Säule möglich, mit der es 
gelingt, speziell polare Verbindungen, wie Aminosäuren, mit guten Retentionszeiten 
voneinander zu trennen. Dies ist auf normalen RP-Phasen i.d.R. nicht möglich. Die 
Säule zeigt dabei eine ausgezeichnete Stabilität sowie eine hervorragende 
Abtrennung der Analyten von interferierenden Substanzen. Dies wird auch belegt 
durch die Tatsache, dass quasi keinerlei Matrixeffekte bei dieser Analytik auftreten 
(siehe Abschnitt 7.9.2). 
Bestimmung von Hydroxyprolin, Prolin, Nitrotyrosin und Tyrosin in Serum  
 
 60
Die Präzision der Methode kann als sehr gut bezeichnet werden (siehe Abschnitt 
7.9.1). Die Nachweisgrenze der Methode für Nitrotyrosin liegt im Bereich 
vergleichbarer Verfahren (Göen et al. 1996). Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass 
mit der vorliegenden Methode erstmals die parallele Quantifizierung von Prolin, 
Tyrosin, Hydroxyprolin und Nitrotyrosin in Serum als interne Referenz möglich ist. 
 
Verwendete Messgeräte: 
HPLC 1100 Series von Agilent mit integriertem Probengeber sowie tandem-
massenspektrometrischer Detektor API-3000 von Applied Biosystems, 
Auswertungssoftware: Analyst Version 1.3, Applied Biosystems. 
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8 Biologisches Effektmonitoring bei asbestexponierten 
Personen 
8.1 Hintergrund 
Die Früherkennungsmaßnahmen für ehemals asbestexponierte Personen gemäß 
dem berufsgenossenschaftlichen Grundsatz G 1.2 sind zur Diagnose klinisch 
relevanter asbestbedingter Lungenfibrosen zwar sehr nützlich, die Erkennung von 
Bronchialkarzinomen im Frühstadium ist jedoch nicht zuverlässig genug. Besonders 
die langen Untersuchungsintervalle von mehr als 3 Jahren und die konventionelle 
Röntgenuntersuchung als bildgebendes Verfahren sind unzureichend. 
Bereits seit den 70er Jahren gibt es Bemühungen seitens der 
Berufsgenossenschaften, in Zusammenarbeit mit arbeitsmedizinischen 
Hochschulinstituten ein Konzept zur Früherkennung asbestbedingter Erkrankungen 
zu entwickeln (Kraus et al. 1998; Hüdepohl et al. 2004; Hagemeyer et al. 2006; 
Felten et al. 2006). 
1973 wurde der berufsgenossenschaftliche Grundsatz G 1.2 „Asbestfaserhaltiger 
Staub“ als Standard und Grundlage eingeführt, der auch bis heute Anwendung 
findet. Dieser zielt allerdings auf klinisch manifeste asbestbedingte fibrotische 
Veränderungen des Lungengewebes ab. 
Auf der Suche nach valideren Präventionsmodellen ist das differenzierte 
Früherkennungskonzept für ehemals asbeststaubexponierte Beschäftigte der RWE 
Power AG (DIVA) entstanden (Felten et al. 2006). 
Dieses neu entwickelte Früherkennungskonzept ermöglicht eine Einteilung aller 
teilnehmenden Personen in drei verschiedene Risikogruppen, basierend auf Alter, 
Raucherstatus und Expositionsdauer. Die Untersuchungsintervalle und die Art der 
Untersuchungen sind an die einzelnen Risikogruppen angepasst. Diejenigen 
Probanden, mit einem hohen Risiko an einem Bronchialkarzinom zu erkranken 
wurden jährlich eingeladen und mittels Niedrigdosis-CT und Sputumzytologie 
untersucht. Probanden mit einem mittleren Risiko zu erkranken wurden jährlich und 
solche mit einem niedrigen Erkrankungsrisiko alle drei Jahre auf konventionelle Art 
untersucht (Knoll et al. 2005; Felten et al. 2006). 
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8.2 Kollektivbeschreibung 
Das Kollektiv, dem das in dieser Arbeit untersuchte Subkollektiv zu Grunde liegt, 
setzt sich aus 4840 ehemals asbestexponierten RWE - Mitarbeitern zusammen, die 
zwischen März 2002 und Dezember 2005 erfasst worden sind. Alle Teilnehmer 
waren ehemalige oder noch aktive Mitarbeiter verschiedener Betriebe der 
Energieindustrie, die alle zur RWE AG gehörten. Einige von ihnen unterlagen 
während ihrer beruflichen Tätigkeit einer extrem hohen Exposition gegenüber Asbest 
und somit einem beachtlichen Gefährdungspotential. Vor allem durchgeführte 
Turbinenrevisionen, bei denen die Asbesteinschalungen der Turbinengehäuse von 
Hand entfernt und nach Beendigung der Wartungsarbeiten von Hand in Form von 
Spritzasbest wieder aufgetragen werden mussten, führten zu hohen 
Asbestexpositionen. Davon betroffen waren nicht nur die Arbeiter selbst, sondern 
auch alle diejenigen, die unabhängig von den Wartungsarbeiten in den 
Turbinenhallen tätig waren. Auf Grund der hohen Belastungen und der großen Zahl 
der Betroffenen haben sich die Verantwortlichen und Betroffenen zur Durchführung 
von DIVA entschieden (Felten et al. 2006). 
 
In dieser Arbeit wurden insgesamt 187 Probanden untersucht. Die Reduzierung von 
4840 teilnehmenden Probanden des DIVA-Programms auf nunmehr 187 unterlag 
folgendem Selektionsmechanismus (Abb. 7): es wurden alle Probanden in Erwägung 
gezogen, von denen ein CT vorlag. CTs wurden von allen Hochrisikoprobanden 
jährlich und den Teilnehmern mit angenommenem mittleren und denen mit geringem 
Erkrankungsrisiko angefertigt, wenn der Verdacht auf eine asbestbedingte 
Erkrankung vorlag. Die Fälle sollten parenchymale Fibrosen aufweisen. Die 
Kontrollen durften keine parenchymalen Fibrosen und auch keine Pleuraverdickung 
aufweisen. Beides konnte durch das CT bestätigt, bzw ausgeschlossen werden. Der 
Fibrosegrad wurde an Hand der internationalen CT-Klassifikation ermittelt (Hering et 
al. 2004). Die Gruppe der 738 Probanden mit CT, lies sich so in 458 ohne Fibrose 
(Kontrollen) und 225 mit Fibrose (Fälle) unterteilen. 55 Probanden wurden dem 
Fibrosegrad „1“ zugeteilt, d.h. sie wiesen eine sehr geringe fibrotische Aktivität auf, 
und wurden der Gruppe der Kontrollen zugeordnet. 
Da die Analyten jeweils in Serum und Atemkondensat untersucht werden sollten, war 
die weitere Vorraussetzung, dass von allen Probanden sowohl Serum als auch 
Atemkondensatproben existierten. Da die Blutentnahme der DIVA-Kohorte erst am 
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01.10.2005 mit in das Programm aufgenommen wurde, kamen nur diese 187 
Probanden in Betracht, 74 davon Fälle und 113 Kontrollen. 
Auf Grund von technischen Defekten, die während der Messungen aufgetreten sind, 
konnten schließlich 171 Atemkondensate und 185 Serumproben ausgewertet 
werden. 69 Atemkondensatproben sind den Probanden mit Fibrose und 102 
denjenigen ohne zuzuordnen. Für das Serum ergibt sich daraus für die Fälle eine 
Anzahl von 73 und für die Kontrollen 112. 
Zu den 16 fehlenden Atemkondensaten liegen die jeweiligen Messdaten zu den 
Serumproben vor, Gleiches gilt für die zwei fehlenden Serumproben bezüglich der 
Daten für die Atemkondensatproben. Das so entstandene Subkollektiv erweist sich 
für die Fälle und die Kontrollen als sehr homogen im Bezug auf Altersstruktur, die 
Packyears* und den Raucherstatus, das Alter bei Expositionsbeginn und die 
Latenzzeit bis zur ersten Untersuchung. Einzig die Anzahl der Faserjahre* variiert, da 
sich in der Kontrollgruppe ein extrem hoher Ausreißer befindet, der in etwa die 
5fache Anzahl an Faserjahren, verglichen mit dem Maximalwert in der Gruppe der 
Fälle, aufweist (Tab. 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Packyears sind definiert als die Anzahl der gerauchten Zigarettenpackungen (ca 20 Stück) pro Tag 
multipliziert mit der Anzahl der Raucherjahre. Faserjahre sind definiert als kumulative Asbeststaub-
Dosis am Arbeitsplatz (25 . 106 [(Fasern/m³) . Jahre]) 
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Abb. 7: Zusammenstellung des untersuchten Kollektivs aus der Gesamtheit der vorhandenen Proben 
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102           Atemkondensate                   69
112 Serumproben 73
Nach international CT-Klassifizierung eingeteilter Grad der Fibrose 
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8.3 Ergebnisse des biologischen Effektmonitorings 
Als Grundlage für eine Gruppierung der Probanden in Raucher, Nichtraucher bzw. 
Ex-Raucher wurden zunächst die Daten der Anamnese verwendet. Da 
erfahrungsgemäß die Aussagekraft der Anamnesedaten, was den Raucherstatus 
betrifft, nicht immer valide ist, wurde der Urin der Probanden zusätzlich auf Cotinin 
untersucht. Bei dieser Untersuchung zeigt sich auch in diesem Fall, dass die 
Einteilung der Personen in Raucher und Nichtraucher nach Anamnesedaten nicht mit 
der Cotinin basierten Zuteilung identisch ist. Ex-Raucher können über den Cotinin 
Nachweis nicht erfasst werden, da es sich hierbei nicht um einen Langzeitparameter 
handelt (siehe dazu Absatz 2.4). Der Vollständigkeit halber werden bei der 
Auswertung der Daten drei verschiedene Einteilungen berücksichtigt:  
• Nichtraucher, Ex-Raucher und Raucher, eingeteilt anhand der Anamnese 
• Nichtraucher und  Ex-Raucher zusammengefasst, Raucher, eingeteilt nach 
Anamnese 
• Nichtraucher und Passivraucher zusammengefasst, Raucher, eingeteilt an 
Hand der Cotinin Werte 
Die Zuteilung der Ex-Rauchern zu den Nichtrauchern ist mit dem Gedanken 
vorgenommen worden, dass mit Ex-Raucher sowohl die Personen gemeint sind, die 
wenige Tage zuvor mit dem Rauchen aufgehört haben, als auch solche, die bereits 
seit einigen Jahren nicht mehr rauchen. Da allgemein davon ausgegangen wird, dass 
sich die Lunge nach mehreren Jahren ohne Rauchen regenerieren kann, erscheint 
es sinnvoll, die Ex-Raucher den Nichtrauchern zuzuteilen, um zumindestens 
feststellen zu können, ob es Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider 
Einteilungsmöglichkeiten gibt. 
 
Tab. 18: Anzahl, Median, Minimum und Maximum aller gemessenen Parameter Pro, Hyp, Tyr, NT in 
Atemkondensat (AK) und Serum (S) 
 
Pro AK 
µg/l 
Hyp AK 
µg/l 
Tyr AK 
µg/l 
NT AK 
µg/l 
Pro S 
mg/l 
Hyp S 
mg/l 
Tyr S 
mg/l 
Anzahl 171 171 171 171 185 185 185 
Median 11,07 0,02 12,23 0,10 26,14 1,62 12,21 
Minimum 1,18 0,0025 0,54 0,0025 10,65 0,50 6,14 
Maximum 102,13 1,48 125,52 1,24 57,54 7,58 64,50 
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Gemessen wurde Prolin, Hydroxyprolin, Tyrosin und Nitrotyrosin sowohl in 
Atemkondensat als auch in Serum. Im Serum konnte kein Nitrotyrosin nachgewiesen 
werden. Alle absolut gemessenen Werte sind im Anhang (Tab. 24) zu finden.  
Die gemessenen Werte für Prolin liegen alle oberhalb der Nachweisgrenze. Im 
Atemkondensat liegt der Median bei 11,02 µg/l (Tab. 18). Das Minimum der 
gefundenen Konzentration liegt bei 1,18 µg/l und das Maximum bei 102,13 µg/l. Die 
Werte für Hydroxyprolin mit einem Median von 0,02 µg/l deutlich darunter. Der 
maximal gefundene Wert liegt mit 1,48 µg/l etwa um den Faktor 100 niedriger als der 
des Prolins. 71% der gemessenen Hydroxyprolin Werte liegen oberhalb der 
Nachweisgrenze. Alle Werte, die darunter liegen, werden mit der halben 
Nachweisgrenze von 0,0025 µg/l angegeben. 
Die Tyrosin Konzentrationen bewegen sich im gleichen Bereich wie die des Prolins. 
Auch hier liegen alle Werte über der Nachweisgrenze. Der Median liegt bei         
12,23 µg/l, das Minimum bei 0,54 µg/l und das Maximum bei 125,52 µg/l. Die 
Messdaten für Nitrotyrosin liegen in etwa um den Faktor 100 darunter. Der Median 
beträgt 0,100 µg/l, das Maximum beträgt 1,24 µg/l. 90% der Messwerte liegen 
oberhalb der Nachweisgrenze. Darunter liegende Werte werden mit der halben 
Nachweisgrenze von 0,0025 µg/l angegeben. 
Die im Serum gemessenen Werte (Tab. 18) liegen mit Ausnahme des Nitrotyrosin, 
das nicht nachgewiesen werden konnte, alle oberhalb der Nachweisgrenze, 
mindestens um den Faktor 1000 höher als im Atemkondensat. Für Prolin wurde im 
Median eine Konzentration von 26,14 mg/l gemessen. Das Minimum liegt bei     
10,65 mg/l und das Maximum bei 57,54 mg/l. Hydroxyprolin konnte im 
Konzentrationsbereich von 0,50 bis 7,58 mg/l nachgewiesen werden, der Median 
liegt bei 1,62 mg/l. Die gefundenen Werte für Tyrosin liegen im Median bei 12,21 mg/l 
und reichen dabei von 6,14 bis 64,50 mg/l. 
 
Tab. 19: Median, Minimum und Maximum, mit dem Faktor 1000 multipliziert, der Verhältnisse Hyp 
AK/Pro AK,  NT AK/Tyr AK, Hyp S/Pro S für alle Daten, ohne Einteilung in die verschiedenen 
Gruppen. 
 Hyp AK/Pro AK NT AK/Tyr AK Hyp S/Pro S 
Anzahl 171 171 185 
Median* 1000 2,31 7,80 66,27 
Minimum* 1000 0,00 0,00 16,00 
Maximum* 1000 41,00 0,07 355,00 
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Die Verhältnisse Hydroxyprolin Atemkondensat/Prolin Atemkondensat, Nitrotyrosin 
Atemkondensat/Tyrosin Atemkondensat, Hydroxyprolin Serum/Prolin Serum für alle 
Daten, ohne Einteilung in die verschiedenen Gruppen, sind in Tab. 19 dargestellt. 
Der Median für Hydroxyprolin Atemkondensat/Prolin Atemkondensat beträgt 2,31, 
der für  Nitrotyrosin Atemkondensat/Tyrosin Atemkondensat 7,80. Im Serum liegt das 
Verhältnis  Hydroxyprolin Serum/Prolin Serum im Median bei 66,27. 
 
Im Folgenden sind die Ergebnisse, nach der Einteilung in die verschiedenen 
Gruppen, jeweils für Hydroxyprolin Atemkondensat/Prolin Atemkondensat, 
Nitrotyrosin Atemkondensat/Tyrosin Atemkondensat und Hydroxyprolin Serum/Prolin 
Serum dargestellt. Unterschieden wird dabei nach Raucherstatus und weiterhin nach 
Personen mit und ohne Lungenfibrose. 
Nach Einteilung des Raucherstatuses an Hand der Anamnesedaten in Nichtraucher, 
Ex-Raucher und Raucher (Tab. 20) zeigt sich, bezogen auf den Median, kein 
Unterschied von Hydroxyprolin Atemkondensat/Prolin Atemkondensat bei 
Nichtrauchern mit bzw. ohne Fibrose. Ex-Raucher mit Fibrose haben im Vergleich zu 
Kontrollen ein leicht erhöhtes Verhältnis. Bei Rauchern mit Fibrose, verglichen mit 
Rauchern ohne Fibrose, ist der Wert ebenfalls erhöht. Im Vergleich von Fällen und 
Kontrollen mit unterschiedlichem Raucherstatus fällt auf, dass Raucher ohne Fibrose 
bereits ein deutlich höheres Verhältnis aufweisen als Nichtraucher und Ex-Raucher 
mit Fibrose. Die Unterschiede zwischen Ex-Rauchern und Nichtrauchern sind 
allgemein nicht auffällig. 
 
Das Verhältnis von Nitrotyrosin in Atemkondensat zu Tyrosin in Atemkondensat ist in 
allen drei Kategorien, Nichtraucher, Ex-Raucher und Raucher deutlich niedriger bei 
Personen mit Fibrose, im Vergleich zu den Kontrollen. Der höchste Wert liegt bei 
Nichtrauchern ohne Fibrose vor, bei Probanden mit Fibrose ist er um den Faktor 2,5 
reduziert. Für Ex-Raucher und Raucher, bei denen keine Fibrose diagnostiziert ist, 
liegt der Wert mit 8,4 bzw. 7,1 deutlich unter dem der Nichtraucher. Ex-Raucher, die 
eine Fibrose haben, haben einen 1,4-fach, Raucher mit Fibrose einen 1,2-fach 
niedrigeren Wert. Die Werte der Personen mit Fibrose unterscheiden sich in den drei 
Kategorien kaum. 
Während das Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin im Serum bei nichtrauchenden 
Fällen niedriger ist als bei denen ohne Fibrose, ist dies bei Ex-Rauchern und 
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Nichtrauchern umgekehrt. Hier weisen die Fälle höhere Werte auf und bei den 
Rauchern ist dieser Unterschied signifikant. Die Werte der Fälle liegen mit 74,84 bzw. 
72,65 bei Ex-Rauchern und Rauchern nahe beieinander. Unter den Personen ohne 
Fibrose haben Raucher im Median 11% niedrigere Werte als Ex-Raucher. Die Werte 
der Raucher ohne Fibrose liegen dabei im gleichen Bereich wie die der Nichtraucher 
mit Fibrose. Nichtraucher ohne Fibrose weisen ein ähnliches Verhältnis von 
Hydroxyprolin zu Prolin im Serum auf wie Ex-Raucher ohne Fibrose.  
 
Tab. 20: Raucherstatus Einteilung nach Anamnese mit Nichtrauchern, Ex-Rauchern und Rauchern. 
Anzahl der gemessenen Proben, Median, Minimum und Maximum für die Parameter Hyp AK/Pro AK, 
NT AK/Tyr AK und Hyp S/Pro S (Hydroxyprolin (Hyp), Prolin (Pro), Nitrotyrosin (NT), Tyrosin (Tyr), 
Serum (S), Atemkondensat (AK)); rote Zahlen: signifikanter Unterschied zw. Rauchern ohne und mit 
Fibrose; Signifikanztest nach Mann-Whitney-U. 
Raucherstatus Lungenfibrose  
Hyp AK/ 
Pro AK 
NT AK/ 
Tyr AK 
Hyp S/ 
Pro S 
Nichtraucher 
Nein 
Anzahl 24 24 27 
Median* 1000 2,03 15,00 68,49 
Minimum* 1000 0 0 16 
Maximum* 1000 8 77 355 
Ja 
Anzahl 15 15 18 
Median* 1000 2,17 6,00 56,9 
Minimum* 1000 0 0 28 
Maximum* 1000 24 42 116 
Ex-Raucher 
Nein 
Anzahl 37 37 39 
Median* 1000 1,73 8,40 67,93 
Minimum* 1000 0 0 20 
Maximum* 1000 7 640 200 
Ja 
Anzahl 25 25 27 
Median* 1000 2,03 5,80 74,84 
Minimum* 1000 0 0 38 
Maximum* 1000 15 66 199 
Raucher 
Nein 
Anzahl 41 41 46 
Median* 1000 2,85 7,10 57,83 
Minimum* 1000 0 0 28 
Maximum* 1000 8 68 174 
Ja 
Anzahl 29 29 28 
Median* 1000 3,06 5,80 72,65 
Minimum* 1000 0 1 29 
Maximum* 1000 41 51 126 
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In der Einteilung des Raucherstatuses nach Anamnese unter Bildung der neuen 
Kategorie, in der Ex-Raucher zu den Nichtrauchern gezählt werden (hier im weiteren 
als Nichtraucher bezeichnet), zeigt sich für das Verhältnis Hydroxyprolin/Prolin in 
Atemkondensat ein niedrigerer Wert bei Nichtrauchern ohne Fibrose, als bei Fällen 
(Tab. 21). Auch die Raucher ohne Fibrose haben niedrigere Werte als die Raucher 
mit Fibrose. Der Wert der Raucher ohne Fibrose liegt dabei deutlich über dem der 
Nichtraucher mit Fibrose und ist signifikant höher als der der Nichtraucher ohne 
Fibrose. 
 
Tab. 21: Raucherstatus Einteilung nach Anamnese mit Nichtrauchern, Ex-Rauchern = Nichtrauchern 
und Rauchern. Anzahl der gemessenen Proben, Median, Minimum und Maximum für die Parameter 
Hyp AK/Pro AK, NT AK/Tyr AK und Hyp S/Pro S (Hydroxyprolin (Hyp), Prolin (Pro), Nitrotyrosin (NT), 
Tyrosin (Tyr), Serum (S), Atemkondensat (AK)); rote Zahlen: signifikanter Unterschied zw. Rauchern 
ohne und mit Lungenfibrose, Zahlen grau unterlegt: signifikanter Unterschied zw. Nicht- bzw. 
Exrauchern und Rauchern ohne Lungenfibrose; Signifikanztest nach Mann-Whitney-U. 
Raucherstatus Lungenfibrose  
Hyp AK/ 
Pro AK 
NT AK/ 
Tyr AK 
Hyp S/ 
Pro S 
Nichtraucher 
+ 
Ex-Raucher 
nein 
Anzahl 61 61 66 
Median* 1000 1,83 11,60 68,21 
Minimum* 1000 0 0 16 
Maximum* 1000 8 77 355 
ja 
Anzahl 40 40 45 
Median* 1000 2,10 5,90 70,56 
Minimum* 1000 0 0 29 
Maximum* 1000 24 66 199 
Raucher 
nein 
Anzahl 41 41 46 
Median* 1000 2,85 7,10 57,83 
Minimum* 1000 0 0 28 
Maximum* 1000 8 68 174 
ja 
Anzahl 29 29 28 
Median* 1000 3,06 5,80 72,65 
Minimum* 1000 0 1 29 
Maximum* 1000 41 51 126 
 
Das Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin im Atemkondensat ist bei beiden Gruppen, 
Nichtrauchern und Rauchern, deutlich höher, wenn keine Fibrose vorliegt. Bei 
Nichtrauchern mit Fibrose ist es um die Hälfte niedriger als bei denjenigen ohne 
Fibrose. Der Wert der Raucher mit Fibrose ist dem der Nichtraucher mit Fibrose sehr 
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ähnlich, der Wert der Raucher ohne Fibrose um den Faktor 1,2 erhöht und damit 
deutlich niedriger als der Wert der Nichtraucher ohne Fibrose. 
Im Serum ist das Verhältis von Hydroxyprolin zu Prolin bei Nichtrauchern und bei 
Rauchern jeweils ohne Fibrose niedriger als mit Fibrose. Die Werte unterscheiden 
sich bei den Rauchern sogar signifikant. Der Wert der Nichtraucher mit Fibrose und 
der der Raucher mit Fibrose unterscheidet sich kaum, die Werte der Nichtraucher 
ohne Fibrose sind hingegen signifikant höher als die der Raucher ohne Fibrose.  
 
Die Einteilung des Raucherstatuses nach Cotininbestimmung ergibt die Gruppe der 
Nicht- und Passivraucher, die hier in der Beschreibung als „Nichtraucher“ bezeichnet 
wird, und die der Raucher (Tab. 22). Die jenigen, die bei der Anamnese angegeben 
haben, Ex-Raucher zu sein, sollten in der Gruppe der Nichtraucher enthalten sein. 
Die Anamnesedaten ließen sich jedoch nicht in allen Fällen durch die Cotinin 
Messung bestätigen, und es gab einen Ex-Raucher, sowie 2 Nichtraucher, die an 
Hand dieser Einteilung auch zu den Rauchern gezählt werden mussten. 21 Personen 
hatten angegeben Raucher zu sein, wurden dann aber an Hand der Ergebnisse den 
Nichtrauchern zugeordnet. Bei 46 Probanden konnte der Rauchstatus durch die 
Messung von Cotinin nicht ermittelt werden, da von ihnen kein Urin vorlag. Laut 
Anamnese waren darunter 7 Nichtraucher, 18 Ex-Raucher und 21 Raucher. 
Für das Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin weisen Nichtraucher und Raucher bei 
Vorliegen einer Fibrose höhere Werte auf als ohne Fibrose. Bei den Rauchern ist 
dieser Unterschied signifikant, ebenso, wie der Unterschied zwischen Nichtrauchern 
mit Fibrose und Rauchern mit Fibrose signifikant ist. Die Werte von Nichtrauchern 
ohne Fibrose und Rauchern ohne Fibrose unterscheiden sich nicht wesentlich. 
Das Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin ist bei Nichtrauchern ohne Fibrose doppelt 
so hoch wie bei Nichtrauchern mit Fibrose. Auch bei Rauchern ohne Fibrose liegt ein 
höherer Wert vor als bei Rauchern mit Fibrose, der Unterschied ist aber wesentlich 
geringer. Der Wert von Rauchern ohne Fibrose liegt nur wenig über dem der 
nichtrauchenden Fälle; der der rauchenden Fälle liegt ein wenig darunter. 
Im Serum gibt es denselben Trend vom Verhältnis Hydroxyprolin zu Prolin wie im 
Atemkondensat. Nichtraucher und Raucher haben höhere Werte, wenn bei ihnen 
eine Fibrose vorliegt als ohne. Der Wert für Raucher ohne Fibrose ist dabei jedoch 
deutlich niedriger als der der Nichtraucher ohne Fibrose, was einen Unterschied zur 
Atemkondensat Untersuchung darstellt. Der Wert der Raucher mit Fibrose ist deutlich 
höher als der der nichtrauchenden Fälle. Die Werte der Nichtraucher liegen nicht so 
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weit auseinander wie die der Raucher und sind zahlenmäßig zwischen denen der 
Rauchern ohne und mit Fibrose einzuordnen. 
Tab. 22: Raucherstatus Einteilung nach Cotinin Bestimmung mit Nichtrauchern, Passiv-Rauchern = 
Nichtrauchern und Rauchern. Anzahl der gemessenen Proben, Median, Minimum und Maximum für 
die Parameter Hyp AK/Pro AK, NT AK/Tyr AK und Hyp S/Pro S (Hydroxyprolin (Hyp), Prolin (Pro), 
Nitrotyrosin (NT), Tyrosin (Tyr), Serum (S), Atemkondensat (AK)); rote Zahlen: signifikanter 
Unterschied zw. Rauchern ohne und mit Lungenfibrose, Zahlen grau unterlegt: signifikanter 
Unterschied zw. Nicht- bzw. Passivrauchern und Rauchern mit Lungenfibrose; Signifikanztest nach 
Mann-Whitney-U. 
Raucherstatus Lungenfibrose  
Hyp AK/ 
Pro AK 
NT AK/ 
Tyr AK 
Hyp S/ 
Pro S 
Nichtraucher 
+ 
Passivraucher 
nein 
Anzahl 63 63 67 
Median* 1000 1,95 12,30 70,53 
Minimum* 1000 0 0 16 
Maximum* 1000 7 77 355 
ja 
Anzahl 32 32 37 
Median* 1000 2,03 6,35 73,91 
Minimum* 1000 0 1 29 
Maximum* 1000 4 6 199 
Raucher 
Nein 
Anzahl 17 17 19 
Median* 1000 2,12 7,70 60,25 
Minimum* 1000 0 0 28 
Maximum* 1000 6 50 174 
ja 
Anzahl 17 17 17 
Median* 1000 3,54 5,60 81,95 
Minimum* 1000 0 1 29 
Maximum* 1000 28 29 126 
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In Tab. 23 sind die Ergebnisse noch einmal zusammenfassend dargestellt. 
Tab. 23: Zusammenfassung der drei verschiedenen Einteilungen (Raucherstatus Einteilung nach 
Anamnese mit Nichtrauchern, Exrauchern und Rauchern; Raucherstatus Einteilung nach Anamnese 
mit Nichtrauchern, Exrauchern = Nichtrauchern und Rauchern und Raucherstatus Einteilung nach 
Cotinin Bestimmung mit Nichtrauchern, Passiv-Rauchern = Nichtrauchern und Rauchern). Dargestellt 
ist ein Ansteigen bzw. Abfallen des Medians des Verhältnisses der gemessenen Parameter jeweils für 
die Betrachtung „Unterschied des Verhältnisses ohne Fibrose im Vergleich zur vorhandenen Fibrose“. 
       Parameter 
 
Raucher- 
status 
 Hyp AK/Pro AK NT AK/Tyr AK Hyp S/Pro S 
Einteilung nach  
Anamnese 
 NR, ExR, R 
NR ohne Fibrose 
  mit Fibrose 
kein Unterschied ↓ ↓ 
ExR ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
↑ ↓ ↑ 
R ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
↑ ↓        ↑ (sig.) 
Einteilung nach 
Anamnese 
NR, ExR=NR, R 
NR ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
↑ ↓ kein Unterschied 
R ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
↑      ↓        ↑ (sig.) 
Einteilung nach  
Cotinin   
NR, PR=NR, R 
NR ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
↑ ↓ ↑ 
R ohne Fibrose 
 mit Fibrose 
       ↑ (sig.) ↓   ↑  
 
8.4 Diskussion  
Die Mediane der hier gemessenen Werte für Prolin, Hydroxyprolin, Tyrosin und 
Nitrotyrosin in Atemkondensat liegen in Bereichen, die in der Literatur beschrieben 
sind (Conventz et al. 2007; Göen et al. 2005). Auch die gefundenen Werte für Prolin 
und Hydroxyprolin in Serum entsprechen im Median den aus der Literatur bekannten 
Messbereichen (Inoue et al. 1998; Inoue et al. 2001). Die Tyrosinkonzentrationen in 
Serum liegen unter denen des Prolins. Nitrotyrosin liegt im Serum in so geringen 
Mengen vor, dass es mit der hier beschriebenen Methode nicht erfasst werden 
konnte. Die 250fache Verdünnung des Serums ist jedoch erforderlich, um die 
Aminosäuren Prolin und Tyrosin detektieren zu können, die in wesentlich höheren 
Konzentrationen vorliegen. 
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Mit Ausnahme des Nitrotyrosins hätten die Parameter auch ausschließlich in Serum 
nachgewiesen werden können. Jedoch besteht durch den Gewinn des 
Atemkondensats die Möglichkeit, eine Matrix zu erlangen, die dem Entstehungsort 
einer Lungenfibrose sehr nahe ist und somit bedeutsam erscheint. Außerdem konnte 
so erstmalig nach einem direkten Zusammenhang verschiedener Einflußfaktoren auf 
die gemessenen Parameter gesucht werden. 
Vorhergehende Untersuchungen haben gezeigt, dass es bei gesunden Probanden 
ein hohes Maß an Korrelation von Tyrosin und Prolin in Atemkondensat (Abb. 10) 
gibt, was darauf schließen lässt, dass ein gewisser Anteil der das Ephitel 
umkleidenden Flüssigkeit in den Alveolen mit dem Luftstrom mitgerissen wird 
(Conventz et al. 2007). Daher scheint die Bestimmung, sowohl von Prolin also auch 
von Tyrosin, eine hervorragende Möglichkeit zu sein, um das Ausmaß der 
Verdünnung der das Epithel umkleidenden Flüssigkeit in gesammeltem 
Atemkondensat bestimmen zu können. Während der Gehalt an Prolin und Tyrosin in 
Atemkondensat intraindividuell beträchtlich variiert, bleibt das Verhältnis von Prolin 
zu Tyrosin in allen untersuchten Proben, unabhängig von der Menge des 
gesammelten Atemkondensats, annähernd konstant (Conventz et al. 2007). Ein 
anderes interessantes Ergebnis ist die Korrelation zwischen t-Hydroxyprolin und 
seinem Vorläufer Prolin (Abb. 10). Da t-Hydroxyprolin fast ausschließlich in Kollagen 
oder dessen Vorstufen vorkommt, läßt dieser Zusammenhang darauf schließen, dass 
Kollagen, oder seine Vorstufen, zu einem geringen Prozentsatz auch in der Lunge 
gesunder Menschen, die nicht an einer Lungenfibrose oder anderen 
Lungenerkrankungen leiden, abgebaut werden (Conventz et al. 2007). Im Gegensatz 
zu diesem Ergebnis konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 
Nitrotyrosin Level und seinem Vorläufer Tyrosin in Atemkondensat  gefunden 
werden, was darauf schließen lässt, dass die Bildung (und Ausatmung) von 
Nitrotyrosin von anderen exogenen Faktoren beeinflusst wird, die in der 
vorangegangenen Studie (Conventz et al. 2007) nicht beurteilt werden konnten.  
Die zusätzliche Bestimmung von Prolin und Tyrosin kann als 
Standardisierungsparameter in Atemkondensat dienen, der bedeutsamer sein 
könnte, als der Bezug der Messdaten auf das Atemkondensatvolumen oder das 
Ausatemvolumen während der Atemkondensat Sammlung (Conventz et al. 2007). 
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Allgemein ist davon auszugehen, dass Probanden, die eine Fibrose aufweisen, ein 
höheres Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin aufweisen als solche, bei denen 
keine fibrotische Veränderung der Lunge vorliegt. 
Im ersten Fall (Einteilung nach Anamnese mit Nichtrauchern, Ex-Rauchern und 
Rauchern) kann dies zumindest für Atemkondensat als Matrix bestätigt werden. Die 
Unterschiede sind zwar relativ gering, in sich aber schlüssig. Auffallend ist auch, 
dass Raucher ohne Fibrose bereits ein höheres Verhältnis an Hydroxyprolin zu Prolin 
in Atemkondensat aufweisen als Nichtraucher ohne Fibrose, was ebenso für die Fälle 
beider Gruppen gilt. 
Das Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin im Serum ist bei Rauchern mit Fibrose 
signifikant höher als bei Rauchern ohne Fibrose. Innerhalb der Gruppe der Ex-
Raucher ist das Verhältnis ebenfalls höher bei Fällen als bei Kontrollen, bei 
Nichtrauchern ist dieser Trend nicht zu erkennen. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass Rauchen einen nicht unerheblichen Einfluss auf 
die hier untersuchten Biomarker darstellt. Die Tatsache, dass die Verhältnisse 
gemessen in Atemkondensat und Serum nicht in allen Fällen korrelieren, wurde 
ähnlich bereits 1998 bei Inoue et al. für die Messung von Hydroxyprolin in Urin und 
Serum bei verschiedenen Krebserkrankungen beschrieben. 
Betrachtet man den zweiten Fall, die Einteilung nach Anamnese, bei der die 
Nichtraucher mit den Ex-Rauchern zusammengefasst werden, ergibt sich ein 
einheitlicheres Bild. Höhere Fallzahlen in der Gruppe der Nichtraucher und Ex-
Raucher geben dabei größere statistische Sicherheit. 
Sowohl für Atemkondensat als auch für Serum gilt, dass in beiden Gruppen Fälle 
deutlich höhere Verhältnisse von Hydroxyprolin zu Prolin haben. Wie bereits bei der 
ersten Einteilung, ist diese Erhöhung im Serum bei den Rauchern mit Fibrose 
signifikant, im Vergleich zu den Rauchern ohne Fibrose. Hinzu kommt, dass in 
Atemkondensat Raucher ohne Fibrose signifikant höhere Verhältnisse von 
Hydroxyprolin zu Prolin aufweisen, als Nichtraucher und Ex-Raucher ohne Fibrose. 
Im Serum ist der Unterschied ebenfalls signifikant, allerdings ist hier der Wert der 
Raucher ohne Fibrose signifikant niedriger. 
Bei der dritten Einteilung ist der Raucherstatus durch Cotininbestimmung festgelegt 
worden. Die Nichtraucher bilden zusammen mit den Passivrauchern eine Gruppe, 
der die Gruppe der aktuellen Raucher gegenüber steht. Sowohl für Atemkondenstat 
als auch für Serum ist das Verhältnis von Hydroyxprolin zu Prolin bei den 
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Nichtrauchern und Passivrauchern bei Fällen höher als bei Kontrollen, ebenso gilt 
dies für die Raucher. Im Atemkondensat ist dieser Unterschied zwischen den 
Rauchern mit und ohne Fibrose sogar signifikant. Ebenfalls signifikat erhöht ist im 
Atemkondensat der Wert der Raucher mit Fibrose im Vergleich zu den Nicht- und 
Passivrauchern mit Fibrose. 
Die Einteilung nach Cotininbestimmung scheint sehr sinnvoll zu sein, da sie auf 
validen Messdaten basiert. Für eine Cotininbestimmung ist jedoch eine Urinprobe 
erforderlich, die hier nur von 75% aller Probanden zur Verfügung stand. Die Übrigen 
25% können aus diesem Grund in dieser dritten Einteilung nicht berücksichtigt 
werden. 
 
Obwohl die Bestimmung von Hydroxyprolin aus Serum und Urin bereits als sinnvoller 
Marker zur Früherkennung von metastasierenden Knochenkrebserkrankungen und 
der Abschätzung der Effektivität von therapeutischen Maßnahmen bei Prostata- und 
Brustkrebs betrachtet wird, sind in der Literatur zum Teil widersprüchliche Angaben 
zu finden (Inoue 1998). 
Beschrieben sind unterschiedliche Fälle, bei denen, abhängig von der Art der 
Erkrankung der Patienten, erhöhte Hydroxyprolin Werte in einigen Matrices 
erfolgreich detektiert werden konnten. In einem Fall wurden bei über der Hälfte der 
untersuchten Patienten, die unter Brustkrebs und Knochenmetastasen litten, keine 
erhöhten Konzentrationen an freiem Hydroxyprolin in Serum, dafür jedoch bei fast 
allen in Urin gefunden (Gasser et al. 1997). Weiterhin findet man auch einen Artikel, 
in dem die Messung von freiem Hydroxyprolin bei Patienten mit Knochenkrebs als im 
Serum sensitiver dargestellt wird als in Urin (Kontturi et al. 1994). Die Entscheidung, 
welche Matrix die beste ist, um darin Hydroxyprolin zu bestimmen, hängt also ganz 
offensichtlich von verschiedenen Bedingungen und der einzelnen Erkrankungsart ab, 
so dass eine simultane Detektion in allen zur Verfügung stehenden Matrices sinnvoll 
erscheint (Inoue et al. 1998). 
 
Mas et al. (1994) berichteten erstmalig über den Einsatz von Hydroyxprolin als 
möglichen Marker für Asbestexposition, gemessen in Vollblut. Im Tierversuch konnte 
nachgewiesen werden, dass eine Asbestexposition die Konzentration an 
Hydroxyprolin an einem Explantat einer Rattentrachea ansteigen lässt (Dai et al. 
1998). In der Vergangenheit wurde Hydroxyprolin überwiegend in Urin detektiert und 
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erwies sich dabei als guter Marker für den gesamten Kollagen-Katabolismus (Russell 
1977). In der Literatur ist beschrieben, dass das Verhältnis von Hydroxyprolin zu 
Prolin in der Lunge höher sein soll als in anderen Geweben, was darauf zurück 
geführt wird, dass auch die Anwesenheit von NO2
- im Kollagen und Elastin der Lunge 
den Umbau vom Prolin zum Hydroxyprolin auslösen kann (Mas et al. 2004). Die 
Bestimmung der Hydroxyprolinkonzentrationen in der Lunge dienten daher auch 
Studien zur Belastung bzw. dem Kollagen-Turn-over, bedingt durch Automobilabgase 
und Passivrauch (Adlkofer et al. 1984, Verplanke et al. 1987, Kasuga 1990), wird 
aber ebenso in Frage gestellt (Mas et al. 1994). Kasuga (1990) fand höhere 
Konzentationen an Hydroxyprolin bei Passiv- und Aktivrauchern als bei 
Nichtrauchern, andere Studien (Adlkofer et al. 1984, Verplanke et al. 1987) konnten 
dieses Ergebniss jedoch nicht bestätigen. Der Einfluss einer Osteoporose auf die zu 
messenden Hydroxyprolinkonzentrationen (Russell 1977) bleibt unbestritten; der 
Einfluss von Geschlecht und Alter konnte ausgeschlossen werden (Mas et al. 1994). 
Der Einfluss des Rauchens wird auch in dieser Studie bestätigt. Besonders im 
zweiten und dritten Fall der vorgenommenen Einteilung ist dieser Effekt im 
Atemkondensat deutlich zu erkennen, da hier die Verhältnisse von Hydroxyprolin zu 
Prolin bei den Nichtrauchern in allen Fällen niedriger sind, als in der entsprechenden 
Kategorie der Raucher. Der Effekt des Rauchens ist so erheblich, dass es unbedingt 
erforderlich ist, den Raucherstatus der zu untersuchenden Personen einwandfrei zu 
bestimmen, um bei der Anwendung von Hydroxyprolin als Marker zur Erkennung 
asbestbedingter Fibrosen zu einer validen Aussage zu gelangen. Es scheint, dass 
Rauchen den Effekt der Asbestexposition verstärkt und die Doppelbelastung der 
Lunge zu weit höheren Verhältnissen an Hydroxyprolin zu Prolin führt als dies der 
Fall bei Nichtrauchern ist. 
Auf Serum als Unteruchungsmatrix lässt sich diese Aussage bedingt übertragen. Der 
Effekt, den Rauchen hier auf das Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin hat, ist 
weitaus geringer als in Atemkondensat, was sich mit den Beobachtungen von Mas et 
al. (1994) deckt. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Kategorien der 
Nichtraucher und Raucher sind in allen drei vorgenommenen Einteilungen nicht so 
gravierend. Dafür ist hier jedoch der Unterschied bei Rauchern mit und ohne Fibrose 
sehr groß. Wenn man von der Bestimmung im Serum ausgeht, scheint das 
Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin ein geeigneter Parameter zu sein, um bei 
Rauchern zwischen Fällen und Kontrollen differenzieren zu können.  
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Die Interpretation der Ergebnisse aus der Messung des Verhältnisses von 
Nitrotyrosin zu Tyrosin ist vielschichtig. In einer vorangegangenen Arbeit (Conventz 
et al. 2007) konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Nitrotyrosin und 
Tyrosin in  Atemkondensat gefunden werden. Vermutlich ist dieses Ergebnis auf 
niedrige Fallzahlen zurück zu führen. In der vorliegenden Arbeit konnte zumindest 
eine Assoziation zwischen beiden Substanzen ermittelt werden. Möglicherweise 
haben hier die große Zahl von Probanden und die präzise Erfassung des 
Raucherstatus und das Vorhandensein einer Lungenfibrose zu einem deutlichen 
Unterschied des Verhältnisses von Nitrotyrosin zu Tyrosin in Atemkondensat in allen 
erstellten Kategorien geführt. 
In allen drei Einteilungsformen ist jeweils das Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin 
bei den Kontrollen deutlich höher als bei den Fällen. Für die erste Einteilung, bei der 
die Ex-Raucher noch als eigene Kategorie geführt werden, trifft dies ebenso zu. 
Auffällig ist auch, dass sich die Werte der Kontrollen in allen Kategorien deutlich 
unterscheiden, während die Werte der Fälle deutlich niedriger, in allen Kategorien 
jedoch sehr ähnlich sind. Die höchsten Werte bei Kontrollen wurden bei den 
Nichtrauchern, die niedrigsten bei den Rauchern gefunden. Bei der ersten 
Einteilungsform lagen die Werte der Ex-Raucher erwartungsgemäß zwischen denen 
der Raucher und Nichtraucher.  
Baraldi et al. haben 2006 Ergebnisse einer Studie veröffentlicht, in der es um die 
Bestimmung von Nitrotyrosin aus Atemkondensat bei Kindern ging, die unter Asthma 
litten. Auch in dieser Studie erwies sich der Einsatz von Tyrosin als 
Standardisierungsparameter als sinnvoll, um zwischen Gesunden und Asthmatikern 
zu unterscheiden. Demnach ergab sich ein erhöhtes Verhältnis von Nitrotyrosin zu 
Tyrosin bei Asthmatikern. 
Umstritten ist, ob durch die Bestimmung von Nitrotyrosin zwischen Rauchern und 
Nichtrauchern unterschieden werden kann. Göen et al. (2005) konnten bei der 
Messung von Nitrotyrosin in Atemkondensat keinen Unterschied zwischen beiden 
Gruppen feststellen. Dabei wurde allerdings auch nur Nitrotyrosin bestimmt, ohne 
einen Standardisierungsparameter. Die Autoren merken jedoch an, dass ein 
Standardisierungsparameter erforderlich wäre, falls Nitrotyrosin als Biomarker 
Anwendung findet. Das Problem von Verdünnungseffekten in Atemkondensat wurde 
zuvor unter 3.2 bereits ausführlich diskutiert. Auch Kaminsky et al. (1999) konnten 
keinen Zusammenhang einer veränderten Konzentration an Nitrotyrosin und dem 
Biologisches Effektmonitoring bei asbestexponierten Personen  
 
 78
Rauchstatus feststellen. Durch die simultane Detektion von Tyrosin und seine 
Verwendung als Standardisierungsparameter kann in der hier vorliegenden Studie 
eindeutig festgestellt werden, dass Rauchen einen erheblichen Einfluss auf das 
Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin in Atemkondensat hat, dass weiterhin dieser 
Effekt des Rauchens aber durch das Vorhandensein einer Fibrose abgeschwächt 
werden kann. Die Unterschiede zwischen Nichtrauchern ohne und mit Fibrose sind 
sehr ausgeprägt. Die Anwendung von Nitrotyrosin im Bezug auf Tyrosin als 
Biomarker zur Früherkennung einer asbestbedingter Lungenfibrose scheint hier eine 
gute Option zu sein. Bei Rauchern sind die Unterschiede zwischen Fällen und 
Kontrollen dagegen nur gering, d.h. der Effekt der Lungenfibrose auf das Verhältnis 
von Nitrotyrosin zu Tyrosin wird hier durch den Einfluss des Rauchens größten Teils 
überlagert.  
Veränderte Verhältnisse von Nitrotyrosin zu Tyrosin sind aus der Literatur bisher nur 
dahingehend bekannt, dass es unter nitrosativem und oxidativem Stress zu einer 
erhöhten Bildung von Stickstoffmonoxid und Superoxid Anionen kommt, aus denen 
eine zunehmende Bildung von Peroxinitrit resultiert. Peroxinitrit reagiert dann weiter 
mit Tyrosin zu Nitrotyrosin und die Nitrotyrosin Konzentration steigt, während die 
Tyrosin Konzentration abnimmt. So wurden bei Asthmatikern um das 5fache erhöhte 
Werte im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Baraldi et al. 2006). Auch Petruzelli et al. 
(1997) und Balint et al. (2001) beschreiben in ihren Arbeiten bei Rauchern erhöhte 
Nitrotyrosin Werte.  
Wie in Abb. 5 dargestellt ist, gibt es jedoch sehr komplexe Zusammenhänge 
zwischen den einzelnen Stoffwechselwegen und viele verschiedene mögliche 
Reaktionswege. Eine mögliche Begründung, weshalb in dieser Arbeit sowohl bei 
Rauchern mit und ohne Fibrose als auch bei Nichtrauchern mit Fibrose durchgehend 
niedrigere Verhältnisse an Nitrotyrosin zu Tyrosin in Atemkondensat gefunden 
wurden, könnte in einem erhöhten, nicht physiologischen Eisengehalt der Probanden 
zu finden sein. Alle Probanden waren asbestexponiert. Asbestfasern weisen zum Teil 
einen Eisengehalt von bis zu 27% auf (Kamp et al. 1999), wobei besonders das Fe2+ 
sehr reaktiv ist. 
Fe2+ ist das Edukt der Fenton-Reaktion. Bei der Fenton-Reaktion wird durch 
Oxidation von Fe2+ zu Fe3+ die Bildung von Hydroxylradikalen aus 
Wasserstoffperoxid katalysiert. Die zu Grunde liegende Theorie wäre, dass bei 
Ablauf der Fenton-Reaktion Wasserstoffperoxid ständig verbraucht würde, was die 
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Neubildung aus Superoxidanionen durch das Enzym Superoxiddismutase zur Folge 
haben könnte. Dadurch würden die Superoxidanionen, die unter Einfluss von 
inflammatorischen Prozessen entstehen, möglicherweise für diese Reaktion 
verbraucht, was die Bildung von Peroxinitrit und damit auch die Bildung von 
Nitrotyrosin reduzieren könnte. Das entstehende Stickstoffmonoxid, das unter 
Asbestexposition theoretisch auch vermehrt durch die induzierbare NO-Synthase 
(iNOS) gebildet wird, würde dann möglicher Weise zu Nitrit und Nitrat 
weiterreagieren, statt zu Peroxinitrit (vgl. Abb. 5).  
Ebenso muss in Betracht gezogen werden, dass die iNOS durch intrazelluläres Eisen 
reguliert werden kann. Dies könnte zu einem auto-regulatorischen-Kreislauf führen, 
in dem die Expression der iNO-Synthase erst bei einem niedrigen Eisengehalt 
induziert werden würde (Hibbs et al. 1984). Auch durch diesen Effekt würde die 
Bildung von Peroxinitrit und somit auch die Bildung von Nitrotyrosin gehemmt 
werden. Allerdings würde es in dem Fall zu keiner zusätzlichen Produktion von Nitrit 
und Nitrat kommen. 
Ein weiterer denkbarer Erklärungsansatz wäre ebenso die hohe Affinität von 
Stickstoffmonoxid zu Eisen. Stickstoffmonoxid reagiert mit Eisen und bildet so 
Komplexe (Richardson et al. 2008). Auch in diesem Fall würden Nitrit und Nitrat nicht 
vermehrt gebildet.  
Diese drei Theorien wären Ansätze, die erklären könnten, dass Nichtraucher ohne 
Fibrose die höchsten Verhältnisse von Nitrotyrosin zu Tyrosin aufweisen. Sie haben 
zwar Asbestfasern und somit auch reaktives Eisen II in der Lunge, bei ihnen kommt 
es aber weder durch Rauchen, noch durch erkennbare fibrotische Aktivitäten zu 
erhöhter Radikalbildung. Der Median dieser Gruppe liegt im gleichen Bereich wie der 
Median einer gesunden, nicht asbestexponierten Kontrollgruppe in einer 
vorangegangenen Studie (Conventz et al. 2007). Sowohl bei Rauchern, als auch bei 
Personen mit manifester Fibrose liegen die Verhältnisse etwa um die Hälfte niedriger, 
wobei die Werte der Raucher, die keine Fibrose haben, zwischen den Werten der 
nichtrauchenden Kontrollen mit und ohne Fibrose einzuordnen sind.  
Da beim Rauchen eine Vielzahl an Radikalen gebildet wird, kann spekuliert werden, 
dass diese auch zu Gunsten der Fenton-Reaktion in die Reaktionskaskade 
eingehen. Eine Fibrose scheint die Prozesse noch mehr in diese Richtung zu leiten, 
da Nichtraucher Fälle bereits niedrigere Verhältnisse von Nitrotyrosin zu Tyrosin im 
Atemkondensat aufweisen, als Raucher ohne Fibrose. Raucher, die eine Fibrose 
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haben, scheinen einem verstärkten Effekt ausgesetzt zu sein, der in dem niedrigsten 
Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin im Atemkondensat resultiert. Dies gilt für alle 
drei Einteilungsformen. 
Es gibt sehr viele Untersuchungen über den Einsatz von Nitrotyrosin als Biomarker 
für nitrosativen Stress, aber unseres Wissens nach keinen, bei dem eine 
Asbestexposition eine zentrale Rolle spielt. Der Einfluss auf die Radikalbildung durch 
eisenhaltige Asbestfasern und der Einfluss von Eisen auf den Stoffwechsel im 
Allgemeinen, ist von großer Bedeutung und in der Literatur vielfach diskutiert. Somit 
wäre es durchaus denkbar, dass es, anders als bei nicht asbestexponierten 
Probanden, bei oxidativem und nitrosativem Stress bei Asbestexponierten unter 
diesen Umständen zu einer Reduzierung des Verhältnisses von Nitrotyrosin zu 
Tyrosin kommt.  
Die Betrachtung der drei Theorien ist derzeit noch spekulativ, bietet aber eine gute 
Ansatzmöglichkeit zu erklären, warum diese in sich sehr stimmigen Ergebnisse nicht 
den bisher publizierten Daten entsprechen. Ob nun möglicherweise einer dieser 
theoretischen Abläufe überwiegt, einer möglicherweise gar nicht zum Tragen kommt, 
oder ob sie alle drei in irgendeiner Weise zusammen agieren, kann an dieser Stelle 
nicht beantwortet werden. Die hier beschriebenen Ansätze bieten neuen 
Diskussionsstoff für zukünftige wissenschaftliche Untersuchungen und dienen damit 
der Hypothesengenerierung. 
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9 Zusammenfassung 
 
Das biologische Monitoring nimmt einen großen Stellenwert ein, wenn es um den 
Nachweis von Fremdstoffen und deren Auswirkungen auf den menschlichen Körper 
geht. Valide Methoden, die zu einer sicheren Erfassung der inneren Exposition und 
Risikobewertung führen, sind daher außerordentlich wichtig. Die Entwicklung von 
Biomarkern bietet dafür eine gute und wichtige Möglichkeit, erste Effekte, die auf 
Grund vorangegangener Expositionen auftreten, zu detektieren. 
Im Idealfall sollte ein geeigneter Biomarker in der Lage sein, das Risiko einer 
Erkrankung abzuschätzen, sodass er, in Kontrolluntersuchungen gemessen, einen 
wertvollen Beitrag zur Prävention und Frühdiagnostik liefern kann. Um einen 
Schwellenwert für gefährdete Personen festlegen zu können, muss zunächst ein 
Parameter gefunden werden, der zwischen erkrankten und nicht erkrankten 
Personen differenzieren kann. 
Asbestexposition kann eine Vielzahl von Erkrankungen zur Folge haben, darunter 
auch die Lungenfibrose. Um der Zielsetzung dieser Arbeit, einen Parameter zu 
finden, der zwischen Personen mit Fibrose (Fälle) und Personen ohne Fibrose 
(Kontrollen) differenzieren kann, nach zu kommen, musste überlegt werden, welche 
Prozesse in Gang kommen, wenn es zur Ausbildung einer Fibrose kommt und 
darüber hinaus auch, welche Reaktionen auf molekularer Ebene eine 
Asbestexposition im menschlichen Körper auslöst. Das Vorhandensein von 
oxidativem und nitrosativem Stress durch vermehrte Radikalbildung bei 
Asbestexposition und ein erwarteter erhöhter Kollagen-Turnover bei Ausbildung einer 
Fibrose gaben die möglichen Biomarker vor. Da oxidativer und nitrosativer Stress 
eng miteinander zusammenhängen, wurde Nitrotyrosin, das in der Literatur vielfach 
als Biomarker für nitrosativen Stress diskutiert wird, ausgewählt. Ein erhöhter 
Kollagen-Turnover hat die Freisetzung von Hydroxyprolin zur Folge, welches 
ausschließlich im Kollagen vorkommt und dort erst nach Einbau von Prolin durch 
dessen Hydroxylierung gebildet wird. Hydroxyprolin schien daher auch ein geeigneter 
Marker zu sein, zumal er auch bei anderen Erkrankungen, die einen erhöhten 
Kollagen-Turnover bedingen, zum Einsatz kommt. 
Die Messung von Hydroxyprolin und Nitrotyrosin sollte nicht ohne einen 
Standardisierungsparameter erfolgen. Besonders zur Standardisierung geeignet sind 
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die beiden nicht essentiellen Aminosäuren Prolin und Tyrosin, die jeweiligen 
Precursor beider Substanzen. Die simultane Detektion dieser vier Substanzen war 
eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit. Da es sich um sehr polare Substanzen 
handelt, war der Anspruch, eine Methode zu etablieren, die angemessene 
Retensionszeiten und eine gute Trennschärfe aller vier Substanzen liefert, mittels 
Umkehr Phasen Technik nicht zu erreichen. Mit Ausnahme von Nitrotyrosin lieferte 
hier keine der Substanzen akzeptable Retentionszeiten. Da der Einsatz von 
“klassischen” Normal Phasen-Säulen sehr viel organisches Laufmittel erfordert hätte, 
was sowohl die HPLC Pumpendichtungen angegriffen als auch die Methode 
kompliziert hätte, wurde hier die Anwendung der Hydrophilen-Interaktions-
Flüssigkeitschromatographie (HILIC) als technische Alternative gewählt. Sie ist der 
Normal Phasen Technik ähnlich, da ihre stationäre Phase, Silika-Gel modifiziert mit 
starken polaren Gruppen, ebenfalls polar ist. Die mobilen Phasen, die für die HILIC 
verwendet werden, bestehen aus einem wässrigen und einem organischen Eluenten, 
wobei der wässrige Eluent der stärkste ist. Die simultane Auftrennung gelang mit 
dieser Technik sehr gut. Gemessen wurde sowohl in Atemkondensat als auch in 
Serum. In Atemkondensat ist der Verdünnungseffekt sehr groß, dennoch war hier ein 
Probenvolumen von 1 ml ausreichend, und die Verdünnungseffekte konnten durch 
den Bezug auf die Standardisierungsparameter sehr gut ausgeglichen werden. In 
Serum liegen Prolin und Tyrosin in hohen Konzentrationen vor, was einen hohen 
Verdünnungsfaktor der Proben erfordert. Hydroxyprolin, besonders aber Nitrotyrosin, 
liegen im Serum in weitaus geringeren Konzentrationen vor, so dass Nitrotyrosin auf 
Grund des hohen Verdünnungsfaktors im Serum nicht mehr detektiert werden 
konnte. 
Die Probanden wurden auf Grund ihres Raucherstatus und ihrer Einteilung in einen 
Grad der Fibrose, eingeteilt nach internationaler CT-Klassifizierung, in verschiedene 
Kategorien unterteilt. Der Raucherstatus wurde dabei sowohl anamnestisch als auch 
durch Messung von Cotinin validiert. Cotinin ist ein Marker für die akute, nicht länger 
als 3-4 Tage zurückliegende Rauchexposition. 
Die Verhältnisse von Hydroxyprolin zu Prolin und Nitrotyrosin zu Tyrosin lagen für 
Atemkondensat bzw. Serum in Bereichen, die in der Literatur beschrieben sind. 
Tendenziell zeigte sich bei Vorhandensein einer Fibrose und zusätzlicher Belastung 
durch Rauchen ein erhöhtes Verhältnis von Hydroxyprolin zu Prolin sowohl in 
Atemkondensat als auch in Serum. Die niedrigsten Hydroxyprolinkonzentrationen, 
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bezogen auf die Prolinkonzentrationen, wurden bei Nichtrauchern ohne Fibrose 
gefunden. Zwischen den Verhältnissen von Hydroxyprolin zu Prolin in 
Atemkondensat und denen in Serum konnte dennoch keine direkte Korrelation 
gefunden werden. 
Unter Berücksichtigung aller Faktoren scheint es, dass das Verhältnis von 
Hydroxyprolin zu Prolin in Serum ein vielversprechender Ansatz sein könnte, um bei 
Rauchern zwischen Fällen und Kontrollen differenzieren zu können. Für das 
Verhältnis von Nitrotyrosin zu Tyrosin konnte ein eindeutiger Trend dahingehend 
festgestellt werden, dass Nichtraucher ohne Fibrose die höchsten und Raucher mit 
Fibrose die niedrigsten Verhältnisse aufweisen. Der Zusammenhang zwischen 
oxidativem und nitrosativem Stress und dem Einfluss von eisenhaltigen Asbestfasern 
und Rauchexposition auf die Bildung von Radikalen und anderen zellschädigenden 
Komponenten ist sehr komplex. Es kann spekuliert werden, dass Kaskaden in Gang 
kommen, die, anders als in der Literatur für nitrosativen Stress beschrieben, im Fall 
von Asbestexponierten nicht zu einer Zunahme, sondern zu einer Abnahme des 
Verhältnisses von Nitrotyrosin zu Tyrosin führen. Diese Hypothese zu validieren wäre 
ein vielversprechender Ansatz, um möglicherweise auch Nitrotyrosin als Biomarker 
zur Erkennung einer asbestbedingten Fibrose nutzbar zu machen. 
Diese Arbeit liefert grundlegende Ideen und Ansätze, um Hydroxyprolin und 
Nitrotyrosin, bzw. deren Verhältnisse zu ihren Precursorsubstanzen Prolin und 
Tyrosin als Biomarker zur Erkennung asbestbedingter Fibrosen einsetzen zu können. 
Durch die Anwendung der neuartigen HILIC konnte eine valide, hoch sensitive und 
spezifische Methode zur simultanen Detektion aller vier gewünschten Substanzen, 
Prolin, Hydroxyprolin, Tyrosin und Nitrotyrosin, entwickelt werden. 
Die erarbeiteten Hypothesen müssen im Rahmen weiterer systematischer 
Untersuchungen geprüft werden. Dazu liefert das Asbestfrüherkennungsprogramm 
Aachen ideale Voraussetzungen. 
 
 
 
 
 
 
Summary   
 
 84
10 Summary 
 
Biological monitoring has a high significance for the detection of impurities and their 
consequences for human health. Therefore the existence of valid methods to get a 
certain survey is extraordinary important. The development of biomarkers provides a 
good and important opportunity to detect first effects developed from former 
exposures. 
An appropriate biomarker should be able to evaluate the risk of diseases in sufficient 
time to give a reasonable contribution for prevention and early diagnoses when 
measured in preventive medical checkup. To constitute a threshold limit value for 
persons at risk, first a parameter has to be found which can unequivocally distinguish 
between diseased and non-diseased persons. 
The exposure to asbestos can cause a number of different diseases, one of these is 
lungfibrosis. To achieve the objective target of this thesis, to find a parameter able to 
differentiate between persons with lungfibrosis (cases) and those without (controls), it 
was necessary to think about processes starting when fibroses appears. Furthermore 
some basics of cascades starting after asbestos exposure had to be understood. The 
existence of oxidative and nitrosative stress occurring because of increased 
formation of radicals due to asbestos exposure and an expected increased collagen 
turn-over by reason of a developing fibrosis, provide the possible biomarkers. 
Because oxidative and nitrosative stress are closely related, nitrotyrosin where 
choosed, which is often debated in literature to be a marker for nitrosative stress. An 
increased collagen turn-over dues to augmented release of hydroxyproline. 
Hydroxyproline only occurs in collagen, being made there by hydroxylation of proline 
after its incorporation. Therefore hydroxyproline seemed to be an appropriate marker, 
especially it is also used referred to other diseases causing an increased collagen-
turnover. 
Measurement of hydroxyproline and nitrotyrosine should not be done without a 
standardisation parameter. Proline and tyrosine, both non-essential amino acids and 
precursors of hydroxyproline and nitrotyrosine, are very suitable for standardisation. 
The simultaneous detection of these four substances was an additional aim of the 
thesis. Because all the four substances were of high polarity, the development of a 
simultaneous, highly sensitive, accurate and specific LC/MS/MS-method with 
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acceptable retention times were challenging and couldn’t be achieved by the use of 
reversed phase technique. With the exception of nitrotyrosine, none of the other 
substances showed good retention times. The application of “classic” normal phase 
technique would have required a lot of organic eluent, which would have complicated 
the method and gave adverse effect to the HPLC pump seal. As an alternative the 
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) was chosen. This technique is 
similar to normal phase technique, because its stationary phase is silica-gel modified 
and therefore also polar. Mobile phases being used for HPLC consist of an aqueous 
and an organic eluent, whereas the aqueous is the strongest one. Using this 
technique the simultaneous separation was very successful. Measurements were 
taken in exhaled breath condensate and serum. In exhaled breath condensate there 
is a high dilution effect which has to be compensated by relation to the 
standardisation parameters. The sample volume of 1 ml was still sufficient. 
In serum proline and tyrosine are high concentrated so a high dilution factor is 
required. The concentrations of hydroxyproline, but especially the one of nitrotyrosine 
are much lower, which results in non-detectable amounts of nitrotyrosine in serum 
due to the high dilution factor. 
The subjects were grouped by means of their smoking status and their classification 
into a fibrosis category depending on international CT-classification, into different 
categories. The smoking status was validated by anamnestic data as well as by 
determination of cotinine, which is a marker for acute, not older than 3-4 day smoke 
exposure. 
The ratio of hydroxyproline to proline and the ratio of nitrotyrosine and tyrosine in 
exhaled breath condensate and serum respectively were in the ranges known from 
literature. When fibrosis exist and smoke exposure is also present a tendency can be 
seen, that the ratio of hydroxyproline to proline is increased, both in exhaled breath 
condensate and in serum. 
Lowest concentrations of hydroxyproline based on proline concentration could be 
found at non-smoking subjects without fibrosis. Anyhow, no direct correlation could 
be found between ratios of hydroxyproline to proline in exhaled breath condensate 
and serum. In consideration of all factors, the ratio of hydroxyproline to proline seems 
to be a promising approach to differentiate smokers into controls and cases. 
The ratio of nitrotyrosine to tyrosine showed an unambiguous tendency to non-
smoking subjects without fibrosis having the highest and smoking subjects with 
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fibrosis having the lowest ratios. The interrelation between oxidative and nitrosative 
stress including the influence of iron containing asbestos fibres and smoking 
exposure on the formation of free radicals is very extensive. In the literature it is 
described that in presents of nitrosative stress the formation of nitrotyrosine will be 
increased. In this case, it can be speculated that under asbestos exposure there will 
be cascades starting, leading not to an increased, but to a decreased ratio of 
nitrotyrosine to tyrosine. The validation of this hypothesis would be a promising 
approach for the potential use of nitrotyrosine as a biomarker for the detection of 
asbestos induced lung fibrosis. 
This theses offers basic ideas and approaches to make hydroxyproline and 
nitrotyrosine, and their ratio to their precursors proline and tyrosine respectively, 
suitable as biomarkers for the detection of asbestos induced lung fibrosis. The 
implementation of the HILIC technique enabled the development of a valid, high 
sensitive and specific method for the simultaneous detection of proline, 
hydroxyproline, tyrosine und nitrotyrosine.  
The developed hypotheses must be proofed within futher systematical investigations. 
Therefore the “Asbestfrüherkennungsprogramm Aachen” delivers ideal premises. 
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Abb. 8: Chromatogramme von Nitrotyrosin, Tyrosin, Prolin und Hydroxyprolin und deren jeweiligen 
internem Standard, gemessen in Atemkondensat von gesunden Probanden. Die ermittelten 
Konzentrationen betragen 106 ng/l für Nitrotyrosin, 21,4 µg/l für Tyrosin, 17,9 µg/l für Prolin und 43 
ng/l für Hydroxyprolin. 
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 Abb. 9: Massenspektren und Zerfallsschemata der Analyten und internen Standards 
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Abb. 10: Korrelation zwischen Prolin und Tyrosin, bzw. Hydroxyprolin und Prolin 
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Abb. 11: Kalibrierkurven für Prolin, Hydroxyprolin, Tyrosin und Nitrotyrosin in  Atemkondensat ( ---) und in 0,01 mMNH4Ac ( – ). APA = Peakfläche des Analyten, 
ISPA = Peakfläche des internen Standards. 
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Abb. 12: Kalibrierkurven für Prolin, Hydroxyprolin, Tyrosin und Nitrotyrosin in  Serum ( ---) und in H2O ( – ). APA = Peakfläche des Analyten, ISPA = Peakfläche 
des internen Standards. 
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Tab. 24: Zusammenfassung der Daten und Messergebnisse aller 187 Probanden (laufende Nummer (Nr.), Alter der Personen am Stichtag 01.09.2002, Faserjahre, 
Lungenfibrose positiv (P) oder negativ (N) Raucherstatus nach Anamnese mit  Nichtrauchern (NR), Rauchern (R) und Exrauchern (ExR), Maximale Expositionszeit 
(Max. Expo. Zeit), Packyears, Alter bei Expositionsbeginn (Alter bei Expobeg.), Latenz bei Untersuchung (Latenz bei Unters.), Geatmetes Volumen, Zeit, die während 
der Atemkondensat (AK) Sammlung geatmet wurde (geatmete Minuten), AK Volumen, Werte der gemessenen Parameter, Prolin (Pro), Hydroxyprolin (Hyp), Tyrosin 
(Tyr) und Nitrotyrosin (NT) in AK, Verhältnis von Hyp/Pro und NT/Tyr in AK, Pro, Hyp und Tyr in Serum (S) und Hyp/Pro in Serum, Cotinin und Raucherstatus nach 
Cotininbestimmung (Raucherstatus Cotininbestimmung)). 
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1 69 1,65 N NR 37 0,0 22 51 173,4 15,18 2,9 6,91 0,02 5,21 0,08 0,0022 0,02 17,32 1,02 13,40 0,059 9,40 NR 
2 60 161,81 N R 20 23,0 32 30 222,3 17,12 3,5 9,06 0,01 6,76 0,06 0,0013 0,01 26,38 1,97 13,27 0,075 41,30 NR 
3 60 10,78 P NR 13 0,0 31 30 223,6 16,45 2,2 6,77 0,01 6,57 0,10 0,0022 0,02 23,10 2,69 8,88 0,116 121,20 R 
4 71 15,54 N ExR 37 43,0 23 49 66,9 15,00 0,5 10,77 0,00 11,62 0,19 0,0002 0,02 . . . . 3,30 NR 
5 76 130,68 P NR 42 0,0 18 61 211,4 17,00 2,8 3,45 0,00 3,78 0,16 0,0007 0,04 29,77 0,86 13,01 0,029 2,00 NR 
6 62 0,32 P ExR 32 6,0 21 42 189,6 15,75 2,7 16,66 0,03 14,79 0,07 0,0018 0,01 27,42 4,76 12,92 0,174 0,50 NR 
7 47 0,09 P NR 15 0,0 23 24 447,8 18,50 1,9 21,83 0,05 21,73 0,01 0,0025 0,00 32,44 1,80 13,70 0,055 3,20 NR 
8 69 1,33 P ExR 36 20,0 24 48 90,0 15,00 0,6 31,46 0,03 20,54 0,03 0,0011 0,00 30,47 2,02 14,03 0,066 0,50 NR 
9 63 12,63 N R 34 100,0 20 44 193,3 15,25 2,0 102,13 0,28 90,3 1,24 0,0027 0,01 23,38 1,87 10,62 0,080 4,60 NR 
10 71 2,90 P R 32 112,0 23 49 239,6 16,25 2,0 31,69 0,05 26,10 0,46 0,0015 0,02 24,59 2,43 11,59 0,099 1,50 NR 
11 64 0,24 N R 30 19,0 24 43 153,8 15,50 2,0 43,90 0,13 42,66 0,06 0,0030 0,00 36,07 2,17 26,25 0,060 36,50 NR 
12 60 0,00 P NR 22 12,0 30 34 179,9 17,00 1,5 14,96 0,02 13,80 0,10 0,0014 0,01 35,06 3,62 12,37 0,103 2,80 NR 
13 64 5,78 P NR 18 0,0 37 30 . . . . . . . . . 24,82 2,46 12,33 0,099 6,40 NR 
14 72 0,07 P ExR 24 4,0 35 41 . . . . . . . . . 23,76 3,09 10,85 0,130 9,00 NR 
15 71 0,00 P R 33 52,0 29 43 165,5 16,00 1,8 8,16 0,03 10,07 0,07 0,0043 0,01 34,93 2,22 12,21 0,064 1107,40 R 
16 54 27,16 N R 21 35,0 25 31 132,8 15,00 2,0 9,96 0,02 11,18 0,09 0,0015 0,01 26,89 1,62 12,30 0,060 2304,30 R 
17 62 145,61 N R 34 47,0 18 45 . . . . . . . . . 19,42 1,68 9,96 0,086 1885,20 R 
18 49 2,36 N ExR 20 16,0 22 28 174,8 16,75 2,0 3,98 0,01 4,97 0,04 0,0032 0,01 26,41 2,83 12,99 0,107 12,10 NR 
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19 56 27,70 P ExR 21 6,0 26 33 103,6 15,75 2,0 7,80 0,02 9,32 0,17 0,0026 0,02 18,48 1,36 7,73 0,074 3,90 NR 
20 68 0,11 N R 34 27,5 25 46 200,1 15,00 3,2 10,50 0,05 12,65 0,16 0,0044 0,01 27,77 2,75 16,00 0,099 432,40 R 
21 67 73,32 P NR 21 0,0 37 33 162,5 15,75 2,6 7,67 0,02 9,93 0,09 0,0032 0,01 39,09 1,52 13,46 0,039 2,50 NR 
22 55 22,70 P ExR 21 16,0 25 33 153,6 16,25 2,8 5,87 0,04 7,35 0,11 0,0062 0,02 24,60 1,55 9,75 0,063 2,60 NR 
23 65 0,00 P NR 29 0,0 28 41 . . . . . . . . . 38,88 2,09 11,66 0,054 4,80 NR 
24 59 1,84 N ExR 15 3,0 33 30 174,2 15,50 2,8 24,78 0,17 25,00 0,06 0,0067 0,00 18,88 1,47 9,93 0,078 4,10 NR 
25 53 17,58 P R 18 16,5 25 29 153,2 17,50 2,2 24,25 0,29 29,81 0,35 0,0121 0,01 25,00 3,14 13,81 0,126 357,10 R 
26 72 37,59 P ExR 34 5,5 26 48 214,0 15,00 2,0 16,04 0,24 22,80 0,03 0,0152 0,00 28,58 3,27 11,88 0,114 2,10 NR 
27 49 37,46 N ExR 18 2,0 21 29 146,6 16,30 2,0 7,57 0,00 9,35 0,04 0,0003 0,00 32,19 5,88 14,14 0,183 5,00 NR 
28 56 5,35 N NR 17 0,0 30 29 206,7 15,00 2,5 5,96 0,00 5,14 0,03 0,0004 0,01 21,37 2,25 12,83 0,105 8,60 NR 
29 55 0,29 P NR 10 0,0 27 28 258,6 10,00 3,5 5,66 0,00 5,58 0,23 0,0004 0,04 26,16 2,09 16,31 0,080 6,20 NR 
30 62 50,71 N R 28 33,0 25 38 . . 1,0 11,60 0,08 11,89 0,21 0,0067 0,02 39,32 3,78 13,02 0,096 3,80 NR 
31 55 11,10 P NR 8 0,0 38 17 200,3 17,00 2,9 3,85 0,00 4,34 0,11 0,0006 0,03 36,74 1,16 11,69 0,032 1,70 NR 
32 56 1,34 N ExR 25 . 22 37 134,6 16,00 1,8 13,99 0,01 16,26 0,17 0,0009 0,01 21,29 2,64 11,57 0,124 0,50 NR 
33 66 164,25 N NR 31 0,0 26 43 202,7 18,25 2,8 28,78 0,06 40,20 0,44 0,0020 0,01 21,21 1,19 9,76 0,056 6,33 NR 
34 68 0,94 N R 16 16,0 43 26 163,3 15,00 2,2 27,93 0,00 32,92 0,85 0,0001 0,03 27,21 1,16 11,84 0,043 15,72 NR 
35 55 13,00 N ExR 34 34,0 13 46 174,4 15,00 2,0 85,46 0,15 125,52 0,35 0,0017 0,00 34,75 1,43 11,48 0,041 6,60 NR 
36 67 1,74 N NR 28 16,0 30 41 227,4 15,50 2,5 29,52 0,09 38,23 0,47 0,0032 0,01 43,74 0,72 15,37 0,016 4,60 NR 
37 70 48,10 N NR 37 12,0 23 48 124,5 15,50 1,5 19,11 0,04 28,02 0,37 0,0021 0,01 29,48 1,72 17,65 0,058 0,50 NR 
38 68 5,88 P ExR 21 43,0 38 33 100,8 15,25 1,8 5,84 0,00 6,52 0,39 0,0004 0,06 36,13 2,03 12,62 0,056 7,10 NR 
39 77 4,02 P NR 15 0,0 47 34 248,5 17,25 3,3 17,79 0,05 26,81 0,27 0,0027 0,01 30,94 2,82 11,89 0,091 0,50 NR 
40 50 17,25 N R 15 . 18 35 18,8 15,00 2,0 9,44 0,00 9,62 0,35 0,0003 0,04 16,75 1,06 11,92 0,063 959,50 R 
41 54 3,72 N NR 20 0,0 25 32 150,2 15,75 0,8 36,01 0,09 39,98 0,64 0,0025 0,02 31,85 1,93 12,01 0,061 7,50 NR 
42 66 . N NR 12 0,0 44 25 93,0 15,00 1,8 19,85 0,13 25,29 0,70 0,0067 0,03 18,89 1,10 8,39 0,058 1,10 NR 
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43 57 0,00 N ExR 28 26,0 27 34 278,0 18,5 3,0 8,39 0,00 12,04 0,17 0,0003 0,01 26,33 2,61 12,97 0,099 5,90 NR 
44 56 9,72 P R 22 41,0 24 36 143,4 16,5 2,5 10,51 0,03 12,99 0,29 0,0030 0,02 18,31 1,15 13,31 0,063 1053,70 R 
45 53 3,41 N ExR 6 10,5 38 19 114,1 16,00 2,5 41,29 0,14 57,52 0,92 0,0034 0,02 31,57 2,93 13,33 0,093 6,50 NR 
46 66 89,06 P R 28 45,0 26 41 171,7 17,00 2,4 14,24 0,01 14,43 0,32 0,0010 0,02 23,14 2,40 13,14 0,104 259,10 R 
47 72 0,41 N NR 29 0,0 31 43 200,6 17,00 3,5 10,06 0,01 11,96 0,31 0,0010 0,03 26,52 6,01 9,04 0,227 5,90 NR 
48 67 . N NR 17 0,0 41 28 162,3 16,50 2,2 8,04 0,00 10,79 0,47 0,0003 0,04 24,77 4,45 10,32 0,180 4,50 NR 
49 51 . N NR 14 0,0 20 34 . . 0,5 4,97 0,00 5,67 0,40 0,0005 0,07 28,14 2,99 13,10 0,106 2,30 NR 
50 66 56,33 N ExR 38 6,0 19 48 201,2 15,00 2,5 7,61 0,00 9,97 0,51 0,0003 0,05 19,99 3,29 7,51 0,165 7,10 NR 
51 59 308,56 N R 36 33,0 15 45 173,1 19,00 2,5 9,24 0,00 10,73 0,35 0,0003 0,03 29,61 1,60 14,74 0,054 2135,40 R 
52 69 . N ExR 41 28,0 18 53 133,1 15,00 2,5 7,94 0,01 10,16 0,36 0,0015 0,04 37,44 2,13 10,77 0,057 8,40 NR 
53 44 . N ExR 10 27,0 24 24 225,8 16,00 2,5 5,00 0,00 6,38 0,41 0,0005 0,06 37,78 2,81 58,27 0,074 1,10 NR 
54 60 . P R 0 41,0 44 20 105,0 15,50 1,2 14,23 0,02 18,67 0,36 0,0015 0,02 20,08 2,25 33,09 0,112 2441,60 R 
55 74 . N ExR 27 6,5 33 44 197,6 15,00 3,3 4,16 0,00 5,61 0,19 0,0006 0,03 31,94 2,42 64,50 0,076 50,40 NR 
56 45 0,40 N NR 4 0,0 14 35 164,0 16,50 0,5 9,08 0,00 12,85 0,46 0,0003 0,04 23,93 2,98 42,35 0,125 . . 
57 54 2558,2 N NR 30 0,0 14 42 120,0 11,00 1,0 3,69 0,00 6,70 0,20 0,0007 0,03 28,80 3,47 41,49 0,120 8,10 NR 
58 57 0,07 N ExR 22 46,0 31 30 200,8 15,00 3,0 10,01 0,02 9,07 0,12 0,0016 0,01 38,73 4,12 50,71 0,106 641,10 R 
59 64 1,23 P ExR 20 98,0 36 33 76,2 15,00 1,5 7,42 0,00 12,32 0,11 0,0003 0,01 40,92 3,70 45,44 0,090 6,70 NR 
60 80 482,33 N NR 29 3,0 29 55 17,8 5,00 0,3 15,97 0,00 21,08 0,37 0,0002 0,02 10,65 0,92 18,05 0,086 1,40 NR 
61 64 174,24 P R 36 51,0 19 46 199,8 17,50 2,5 8,34 0,00 11,02 0,21 0,0003 0,02 . . . . . . 
62 61 0,00 P R 27 47,0 26 37 204,1 15,00 2,9 2,75 0,00 3,60 0,18 0,0009 0,05 22,28 1,12 10,91 0,050 . . 
63 54 14,74 P ExR 21 10,0 25 31 111,2 15,00 2,0 18,78 0,06 31,22 0,19 0,0030 0,01 29,12 5,80 29,94 0,199 1,30 NR 
64 54 22,33 P ExR 12 0,0 17 40 173,4 16,50 2,0 12,30 0,00 12,07 0,27 0,0002 0,02 22,07 2,69 11,60 0,122 2,00 NR 
65 74 9,29 P ExR 33 9,5 28 51 138,8 17,50 2,5 8,39 0,01 8,49 0,20 0,0013 0,02 17,32 1,51 9,52 0,087 0,40 NR 
66 48 . N R 24 68,0 19 33 143,0 13,50 2,5 2,36 0,00 3,55 0,18 0,0011 0,05 25,12 1,96 11,25 0,078 2360,60 R 
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67 60 71,60 N ExR 26 22,0 24 40 . . . . . . . . . 40,28 2,33 13,83 0,058 19,40 NR 
68 74 14,10 P R 31 58,0 30 45 151,7 16,00 1,4 11,23 0,00 10,00 0,29 0,0002 0,03 20,37 2,35 9,84 0,115 2294,60 R 
69 47 . N R 22 62,0 20 31 268,3 15,00 3,0 41,54 0,08 45,73 0,32 0,0018 0,01 18,22 1,50 12,63 0,082 21,60 NR 
70 69 63,03 N ExR 36 49,0 24 46 152,8 13,25 2,0 22,49 0,05 18,11 0,07 0,0023 0,00 13,84 2,66 10,97 0,192 1,00 NR 
71 67 . N R 20 25,0 30 40 105,8 17,25 2,0 34,98 0,10 31,55 0,44 0,0030 0,01 20,28 0,92 9,19 0,045 859,20 R 
72 72 7,20 N ExR 30 72,0 30 43 160,2 16,25 2,5 16,01 0,01 15,51 0,30 0,0009 0,02 32,49 1,07 19,54 0,033 9,00 NR 
73 63 59,66 N NR 34 0,0 20 48 . . 2,5 16,10 0,02 12,84 0,31 0,0010 0,02 12,14 1,00 11,04 0,082 3,80 NR 
74 54 . N ExR 8 32,0 37 21 164,9 17,75 2,0 15,48 0,01 12,61 0,20 0,0006 0,02 29,61 1,62 10,51 0,055 5,80 NR 
75 65 212,06 N NR 31 0,0 25 42 125,3 15,75 1,0 17,00 0,04 16,92 0,38 0,0025 0,02 24,09 1,65 11,11 0,068 0,50 NR 
76 56 106,15 N R 18 82,0 29 28 176,7 16,75 1,4 3,14 0,00 4,56 0,07 0,0008 0,01 16,38 2,21 12,86 0,135 3,40 NR 
77 71 0,00 N ExR 31 13,5 23 52 117,0 16,50 2,0 27,31 0,04 38,60 0,43 0,0015 0,01 15,22 2,95 9,25 0,194 9,40 NR 
78 77 0,08 P ExR 32 22,0 30 52 140,4 16,00 1,0 4,69 0,00 7,85 0,13 0,0005 0,02 25,36 3,68 12,92 0,145 1,50 NR 
79 61 537,81 N R 37 47,0 15 46 176,3 17,00 2,5 15,39 0,05 14,37 0,04 0,0035 0,00 32,90 1,26 11,72 0,038 . . 
80 67 67,21 N ExR 30 0,0 29 42 121,7 15,50 1,0 10,16 0,02 12,23 0,07 0,0016 0,01 26,45 2,33 11,81 0,088 1,00 NR 
81 65 33,59 P R 29 41,0 21 45 61,2 15,00 1,4 7,90 0,04 7,81 0,04 0,0047 0,01 21,58 1,55 10,32 0,072 150,70 R 
82 73 18,53 P NR 32 0,0 28 47 93,1 15,00 0,6 6,28 0,00 8,37 0,03 0,0004 0,00 28,48 2,01 15,16 0,071 5,90 NR 
83 67 10,75 N NR 36 7,0 23 46 127,1 13,50 1,0 3,98 0,00 4,80 0,37 0,0006 0,08 22,90 2,32 9,53 0,101 4,10 NR 
84 77 0,50 N ExR 30 22,2 30 48 . . . . . . . . . 30,69 1,73 12,83 0,056 1,60 NR 
85 55 34,06 N R 15 51,0 31 25 128,7 15,00 2,2 6,30 0,02 7,51 0,51 0,0033 0,07 30,00 0,91 13,16 0,030 . . 
86 69 1,30 P ExR 36 20,0 25 45 109,5 14,50 1,0 4,24 0,01 3,69 0,00 0,0033 0,00 17,86 1,68 11,65 0,094 0,50 NR 
87 72 175,33 N ExR 23 41,0 35 39 225,9 17,50 3,0 1,28 0,00 1,67 0,00 0,0020 0,00 26,07 2,33 18,49 0,089 . . 
88 60 1,45 N ExR 32 43,0 20 41 92,2 15,00 0,8 7,07 0,03 7,81 0,00 0,0040 0,00 23,70 1,61 12,62 0,068 . . 
89 52 0,88 P R 1 34,0 41 11 158,7 15,50 2,7 35,92 1,48 22,28 0,17 0,0411 0,01 28,50 1,49 8,41 0,052 3,00 NR 
90 71 13,38 N R 30 29,0 31 43 117,8 14,00 2,0 17,21 0,04 16,75 0,10 0,0025 0,01 14,90 0,84 7,31 0,056 . . 
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91 62 0,11 P R 11 48,0 43 21 124,5 15,00 1,5 1,67 0,00 1,94 0,07 0,0015 0,04 34,98 2,57 16,48 0,073 . . 
92 63 1,80 N ExR 30 27,0 25 40 200,9 10,75 3,5 2,48 0,00 3,40 0,05 0,0010 0,02 33,28 1,06 12,70 0,032 0,50 NR 
93 72 158,98 N ExR 29 22,0 32 41 131,3 14,50 0,5 10,44 0,02 11,06 0,04 0,0015 0,00 31,68 3,63 10,85 0,115 1,00 NR 
94 55 0,00 N ExR 15 30,0 21 34 169,8 17,00 2,0 7,40 0,02 7,95 0,13 0,0024 0,02 37,23 1,56 20,53 0,042 2,20 NR 
95 65 257,69 P ExR 38 33,0 19 48 112,6 15,30 0,9 3,23 0,00 2,93 0,19 0,0008 0,07 23,61 2,29 9,46 0,097 . . 
96 74 . P R 33 60,0 27 52 130,5 13,00 1,0 18,86 0,06 19,64 0,10 0,0033 0,01 35,47 2,99 12,95 0,084 798,70 R 
97 52 0,09 P R 18 34,0 26 29 158,8 12,75 0,8 6,69 0,00 6,93 0,12 0,0004 0,02 31,17 1,26 15,66 0,040 . . 
98 61 455,77 P ExR 29 62,0 24 39 133,5 15,00 2,2 16,42 0,00 22,86 0,05 0,0002 0,00 34,48 1,35 15,00 0,039 . . 
99 77 140,06 P ExR 35 14,5 25 54 167 16,75 2,7 9,53 0,02 9,14 0,06 0,0023 0,01 21,73 1,44 13,15 0,066 4,40 NR 
100 56 20,40 N R 21 12,5 26 31 69,9 12,75 0,5 4,00 0,00 3,51 0,04 0,0006 0,01 31,50 2,87 13,59 0,091 . . 
101 50 8,63 N R 15 72,0 24 28 152,8 16,75 2,5 8,53 0,00 9,43 0,07 0,0003 0,01 46,18 1,39 13,02 0,030 . . 
102 50 2,76 P R 18 36,0 22 30 190,4 15,25 3,0 6,09 0,00 6,95 0,24 0,0004 0,03 24,52 1,17 9,83 0,048 . . 
103 63 611,9 N ExR 35 12,6 18 46 76,3 15,00 2,7 14,03 0,02 13,92 0,02 0,0017 0,00 57,54 1,36 23,12 0,024 . . 
104 63 345,28 P ExR 34 40,0 20 44 171,0 15,50 2,8 5,69 0,01 4,89 0,02 0,0012 0,00 18,44 1,38 8,75 0,075 1,10 NR 
105 69 169,74 P R 43 53,0 17 53 111,4 14,00 1,3 30,72 0,11 30,89 0,34 0,0036 0,01 24,62 2,45 6,71 0,100 . . 
106 77 0,04 P NR 35 0,0 25 53 126,2 15,00 2,0 5,46 0,01 2,64 0,02 0,0026 0,01 18,91 1,90 9,37 0,100 . . 
107 62 102,62 P ExR 37 26,0 14 49 . . 2,0 7,38 0,01 5,89 0,04 0,0020 0,01 19,89 1,95 10,89 0,098 . . 
108 55 15,19 N R 32 43,0 18 39 108,3 10,00 1,5 42,59 0,17 36,06 0,04 0,0041 0,00 25,69 0,93 10,53 0,036 . . 
109 67 17,82 P R 26 56,0 29 39 131,2 14,00 2,0 16,05 0,04 15,58 0,02 0,0025 0,00 18,67 1,66 8,69 0,089 . . 
110 66 360,8 N R 35 42,0 23 45 129,0 12,00 1,2 45,02 0,13 52,52 0,52 0,0029 0,01 23,16 0,98 13,14 0,042 . . 
111 70 7,72 N ExR 37 40,0 24 48 173,2 14,75 1,4 20,75 0,02 30,74 0,29 0,0007 0,01 22,05 1,66 15,90 0,075 0,50 NR 
112 62 502,31 N NR 28 0,0 25 38 105,9 15,15 1,0 25,99 0,04 25,45 0,11 0,0016 0,00 25,95 2,82 10,25 0,109 . . 
113 63 0,02 N R 29 3,5 25 39 137,1 15,50 0,8 71,39 0,37 68,31 0,13 0,0052 0,00 40,81 1,40 14,54 0,034 . . 
114 60 43,02 P R 30 41,0 21 40 275,9 16,00 2,8 26,17 0,10 33,05 0,02 0,0037 0,00 26,14 1,48 11,33 0,057 . . 
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115 77 6,98 P ExR 31 46,0 26 51 77,5 7,50 0,7 14,52 0,03 18,00 0,01 0,0020 0,00 17,90 1,18 9,12 0,066 . . 
116 63 1,94 N R 39 78,0 15 52 148,7 13,00 1,5 99,71 0,21 109,40 0,13 0,0021 0,00 23,24 0,95 13,29 0,041 1063,80 R 
117 74 38,17 P ExR 41 108,0 24 52 158,1 12,00 1,4 10,52 0,07 13,31 0,00 0,0070 0,00 23,18 0,89 11,54 0,038 . . 
118 60 124,04 N ExR 29 36,0 23 39 42,2 9,00 0,4 32,86 0,13 19,29 0,03 0,0041 0,00 38,76 2,75 16,33 0,071 . . 
119 67 23,63 N NR 26 0,0 21 47 138,2 13,00 2,0 15,13 0,05 18,12 0,21 0,0032 0,01 21,53 1,11 13,08 0,052 5,50 NR 
120 75 13,97 P ExR 34 24,5 26 51 127,9 14,50 1,7 10,56 0,04 11,57 0,07 0,0038 0,01 24,45 3,13 14,88 0,128 . . 
121 66 0,93 P R 31 27,0 26 41 108,6 9,50 1,5 21,78 0,07 24,94 0,14 0,0031 0,01 28,83 3,37 16,20 0,117 0,50 NR 
122 53 3,36 P R 28 72,0 17 38 128,0 12,00 1,5 26,08 0,07 23,70 0,03 0,0028 0,00 18,16 1,14 10,87 0,063 1242,50 R 
123 64 3,00 N ExR 30 46,0 31 36 133,5 12,00 1,5 37,15 0,10 43,95 0,07 0,0028 0,00 44,78 1,86 21,91 0,042 . . 
124 60 0,00 N R 31 39,0 20 41 186,3 14,00 2,5 15,91 0,08 17,35 0,21 0,0049 0,01 16,66 1,21 12,38 0,073 10,60 NR 
125 75 178,16 P R 30 31,0 29 47 138,8 10,00 0,7 8,28 0,00 7,33 0,03 0,0003 0,00 22,41 2,27 9,98 0,101 779,00 R 
126 63 1,64 N R 21 15,5 33 32 94,8 12,00 0,3 78,92 0,22 64,97 0,05 0,0028 0,00 19,09 1,27 9,13 0,067 528,90 R 
127 43 43,38 N ExR 11 24,0 23 21 141,3 10,50 0,7 17,01 0,05 19,54 0,03 0,0029 0,00 22,49 0,78 8,96 0,035 . . 
128 57 102,43 P ExR 28 99,0 20 38 285,0 13,50 0,6 12,25 0,04 14,36 0,00 0,0032 0,00 20,35 1,13 10,34 0,056 . . 
129 71 0,27 P ExR 28 46,0 33 38 108,9 10,50 1,0 8,20 0,05 9,59 0,00 0,0065 0,00 32,20 1,3 11,90 0,040 . . 
130 64 90,84 P R 30 102,0 25 42 80,3 8,50 0,5 3,93 0,00 3,66 0,02 0,0006 0,00 31,69 1,14 7,81 0,036 . . 
131 63 38,34 N R 18 49,0 37 28 113,0 14,00 1,4 22,33 0,08 29,02 0,11 0,0038 0,00 26,95 1,06 12,58 0,039 1825,00 R 
132 62 65,62 N R 37 82,0 18 46 231,4 21,00 1,8 6,29 0,02 6,72 0,04 0,0038 0,01 19,73 2,10 8,95 0,106 11,30 NR 
133 65 12,41 N R 21 50,0 34 32 . . 2,7 3,00 0,00 2,14 0,04 0,0008 0,02 16,64 0,60 8,06 0,036 724,50 R 
134 55 8,83 P R 32 80,0 15 42 184,7 14,50 1,5 12,54 0,05 14,82 0,05 0,0040 0,00 17,15 1,59 7,90 0,093 5,70 NR 
135 74 38,22 P ExR 37 . 37 40 110,8 14,00 1,5 7,83 0,05 10,33 0,13 0,0059 0,01 19,20 1,06 8,64 0,055 . . 
136 45 13,81 P NR 15 0,0 21 24 165,1 15,00 2,0 4,44 0,02 4,03 0,02 0,0034 0,01 24,52 1,43 17,14 0,058 8,50 NR 
137 62 145,61 N R 34 47,0 18 45 93,1 11,00 0,8 4,08 0,00 5,73 0,02 0,0006 0,00 21,38 2,53 9,46 0,118 2065,00 R 
138 61 45,84 N R 27 12,0 25 37 152,3 15,75 2,0 5,42 0,01 6,48 0,01 0,0027 0,00 32,09 2,26 20,38 0,070 1960,30 R 
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139 64 1,79 P R 28 52,0 28 38 126,9 13,00 1,2 13,91 0,06 16,88 0,04 0,0044 0,00 21,53 0,62 15,76 0,029 1863,10 R 
140 58 42,47 N R 35 80,0 14 45 139,0 14,00 2,2 4,00 0,02 5,52 0,00 0,0061 0,00 23,28 1,36 10,85 0,058 1933,30 R 
141 69 5,81 P R 38 55,0 22 48 84,4 10,00 0,9 4,32 0,06 4,59 0,01 0,0135 0,00 20,50 1,68 17,93 0,082 101,80 R 
142 61 284,54 N R 37 49,0 18 44 135,1 12,75 0,5 4,36 0,02 4,43 0,00 0,0048 0,00 34,57 6,03 14,32 0,174 1509,00 R 
143 62 0,32 P ExR 32 6,0 21 42 173,6 15,25 2,0 5,90 0,02 6,74 0,03 0,0042 0,00 27,01 1,83 10,72 0,068 10,30 NR 
144 60 10,78 P NR 13 0,0 31 30 186,6 15,50 1,0 24,68 0,60 24,37 0,14 0,0243 0,01 24,76 1,10 9,14 0,044 317,00 R 
145 59 11,58 P R 31 94,0 19 40 77,9 13,25 2,5 25,12 0,31 25,51 0,02 0,0123 0,00 22,86 0,95 8,86 0,042 2407,10 R 
146 71 15,54 N ExR 37 43,0 23 49 32,4 6,75 0,3 1,18 0,00 0,54 0,01 0,0021 0,01 26,29 1,51 11,24 0,057 4,30 NR 
147 68 469,52 N ExR 38 102,0 22 47 161,7 16,50 1,7 11,07 0,04 12,41 0,18 0,0040 0,01 13,13 0,76 9,15 0,058 1,60 NR 
148 63 12,63 N R 34 100,0 20 44 130,6 12,00 1,8 16,39 0,09 17,29 0,00 0,0052 0,00 30,87 1,18 19,30 0,038 7,90 NR 
149 71 0,00 P R 33 52,0 29 43 130,1 12,00 1,2 27,01 0,10 33,31 0,04 0,0035 0,00 15,28 0,97 6,14 0,063 1397,50 R 
150 53 17,58 P R 18 16,5 25 29 117,5 14,50 1,5 5,73 0,02 5,65 0,01 0,0035 0,00 18,76 0,93 12,57 0,050 19,60 NR 
151 63 0,17 N R 29 45,0 25 39 101,6 12,50 0,7 8,66 0,03 9,70 0,01 0,0034 0,00 42,36 1,25 15,98 0,030 3,70 NR 
152 72 2,08 N ExR 29 38,0 34 39 . . 0,6 2,93 0,01 2,63 0,00 0,0045 0,00 37,58 1,90 9,74 0,051 2,40 NR 
153 73 20,01 N R 30 21,5 30 44 . . 0,6 23,56 0,05 24,81 0,28 0,0021 0,01 25,61 0,93 13,73 0,036 1,40 NR 
154 72 2,19 N NR 40 0,0 23 51 116,7 15,00 0,7 11,96 0,06 13,93 0,12 0,0052 0,01 26,89 1,31 10,80 0,049 1,90 NR 
155 73 2,18 N R 27 30,5 33 42 163,7 12,50 1,5 44,33 0,35 57,33 0,10 0,0079 0,00 24,97 1,81 14,53 0,072 . . 
156 73 14,06 N R 32 29,0 25 49 220,7 15,00 3,0 12,92 0,08 13,52 0,02 0,0058 0,00 27,07 0,90 14,73 0,033 3,70 NR 
157 51 2,80 N R 27 46,5 17 34 . . 1,2 3,80 0,02 3,83 0,06 0,0049 0,02 27,60 1,58 16,49 0,057 9,90 NR 
158 49 37,46 N ExR 18 2,0 21 29 132,9 13,00 1,5 6,46 0,01 6,51 0,05 0,0018 0,01 26,91 5,38 12,03 0,200 2,80 NR 
159 62 . P NR 35 0,0 18 46 211,0 15,00 2,8 14,12 0,06 12,15 0,03 0,0042 0,00 25,03 1,85 10,99 0,074 1,20 NR 
160 63 5,94 N NR 30 0,0 25 41 262,1 16,00 1,6 40,86 0,00 46,14 0,69 0,0001 0,02 25,50 1,20 12,17 0,047 5,70 NR 
161 52 30,30 N ExR 23 27,0 20 34 125,4 13,50 1,6 6,28 0,00 7,41 0,00 0,0004 0,00 31,81 1,50 17,35 0,047 21,00 NR 
162 60 18,20 N R 28 42,0 24 38 . . . . . . . . . 28,95 2,36 18,24 0,082 . . 
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163 62 50,71 N R 28 33,0 25 38 114,5 12,00 1,7 12,26 0,04 11,61 0,04 0,0029 0,00 32,39 3,64 10,51 0,112 4,70 NR 
164 55 27,12 N NR 20 0,0 27 31 . . . . . . . . . 25,66 1,45 12,72 0,057 1,40 NR 
165 58 10,74 N NR 33 0,0 16 44 154,4 14,20 1,8 7,07 0,03 7,45 0,11 0,0037 0,02 21,37 7,58 12,69 0,355 4,10 NR 
166 71 40,87 N NR 38 0,0 24 49 114,1 11,10 1,8 11,35 0,03 13,57 0,04 0,0023 0,00 20,24 0,50 10,38 0,025 3,20 NR 
167 61 2,10 P R 34 34 18 44 166,6 18,00 2,0 6,25 0,17 5,41 0,03 0,0277 0,01 28,25 3,01 14,54 0,107 801,00 R 
168 47 22,53 N R 19 32,4 18 29 109,6 6,00 1,3 11,39 0,00 12,77 0,00 0,0002 0,00 37,63 1,51 12,82 0,040 3196,50 R 
169 65 502,14 P ExR 29 6,5 28 41 117,5 14,50 1,2 3,77 0,00 3,72 0,00 0,0007 0,00 17,03 2,11 8,45 0,124 5,30 NR 
170 60 0,00 N R 33 46,0 19 43 . . . . . . . . . 20,88 1,33 10,63 0,063 21,30 NR 
171 53 3,47 N R 26 36,0 15 42 206,9 8,00 2,0 22,06 0,06 17,86 0,42 0,0028 0,02 42,74 1,34 8,42 0,031 865,50 R 
172 62 . P ExR 11 28,0 17 47 . . . . . . . . . 38,46 1,46 20,15 0,038 8,90 NR 
173 62 . P NR 34 0,0 19 45 110,0 9,00 1,5 3,28 0,00 3,85 0,02 0,0008 0,01 22,66 0,71 11,19 0,031 2,80 NR 
174 68 29,68 N ExR 30 12,0 28 41 148,7 14,00 1,5 31,84 0,19 23,52 0,16 0,0059 0,01 19,94 0,99 13,05 0,050 . . 
175 67 0,81 N ExR 29 15,0 28 40 339,2 15,00 2,5 38,50 0,11 44,33 0,61 0,0029 0,01 28,31 1,58 11,08 0,056 . . 
176 52 23,07 N ExR 21 51,0 22 32 97,5 13,50 1,0 32,06 0,08 22,10 0,05 0,0025 0,00 28,64 2,02 19,26 0,071 7,90 NR 
177 58 1,32 N R 29 46,0 23 37 . . . . . . . . . 27,41 0,78 11,58 0,028 1740,10 R 
178 68 29,20 N NR 44 0,0 15 55 106,3 12,00 1,5 13,39 0,11 10,55 0,01 0,0083 0,00 22,21 0,90 9,55 0,041 . . 
179 70 48,10 N NR 37 12,0 23 48 . . . . . . . . . 30,44 2,36 13,71 0,078 0,50 NR 
180 60 61,13 N NR 37 0,0 15 48 168,2 8,25 2,8 22,54 0,07 16,42 0 0,0032 0,00 37,39 0,76 17,26 0,020  . 
181 62 724,30 N NR 33 1,5 20 44 . . . . . . . . . 27,83 2,57 10,92 0,092  . 
182 55 0,84 N ExR 21 33,0 26 32 . . . . . . . . . 52,64 1,06 10,42 0,020  . 
183 49 26,46 N R 22 16,5 18 33 161,7 15,50 1,5 16,35 0,07 15,58 0,18 0,0040 0,01 31,65 1,10 6,54 0,035  . 
184 67 309,69 P NR 37 0,0 21 48 . . . . . . . . . 26,61 1,39 14,26 0,052 6,00 NR 
185 68 266 N ExR 45 28,0 14 55 94,7 8,75 2,0 58,31 0,25 39,39 0 0,0042 0,00 26,34 0,97 9,63 0,037 3,50 NR 
186 72 44,65 P NR 42 0,0 21 53 81,1 10,45 1,2 15,29 0,00 15,01 0 0,0002 0,00 31,94 1,26 12,96 0,039  . 
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187 53 6,6 N R 15 62,0 30 26 . . . . . . . . . 24,05 0,81 7,56 0,034  . 
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11.1 Synthese des 13C9-Nitrotyrosins als interner Standard 
 
Die Synthese der Referenzsubstanz 13C9-Nitrotyrosins, die als interner Standard 
dient, erfolgt in Anlehnung an die Vorschrift von Schwedhelm et al. (1998). 
Dafür werden 8,7 mg (30 µmol) l-(U-13C9)-Tyrosin und 7,7 mg (90 µmol) NaNO3 in 
600 µl eiskaltem Wasser gelöst. 
Unter Kühlen und ständigem Rühren werden langsam 300 µl 97%iger H2SO4 
zugegeben. Die Gelbfärbung der Reaktionslösung ist dabei ein Indiz für das Ablaufen 
der Reaktion. Die Reaktionslösung verbleibt eine weitere Stunde im Eisbad, ehe sie 
mit ca. 1,7 ml einer 5 M NaOH Lösung auf pH 3 eingestellt wird. Dabei ist darauf zu 
achten, dass die Lösung ihre gelbe Färbung beibehält. 
Es werden 3 Festphasen-Kartuschen vom Typ C18 PolarRP (500 mg/3 ml) mit 
jeweils 4 ml 2mM NH4Ac Puffer und Methanol (60/40, v/v) – zuvor mit HAc auf pH 4,3 
eingestellt – und anschließend 1 ml 2mM NH4Ac konditioniert. 
Auf jede Festphase werden mit einer Pipette ca. 0,9 ml der Reaktionslösung 
aufgegeben. Es wird mit 2 ml 0,01 %iger Essigsäure gewaschen und die Festphase 
ohne Unterdruck im N2-Strom getrocknet. Das Reaktionsprodukt wird mit 1,5 ml einer 
Mischung aus 2 mM NH4Ac Puffer und Methanol (60/40, v/v) (pH 4,3) in ein 5 ml 
Bördelglas eluiert und das Eluat bei leichter Erwärmung im N2-Strom bis zur Trockne 
abgeblasen. 
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11.2 Standardverfahrensvorschrift zur Sammlung von 
Atemkondensat (SOP) 
RHEINISCH-WESTFÄLISCHE TECHNISCHE HOCHSCHULE AACHEN 
INSTITUT FÜR ARBEITSMEDIZIN UND SOZIALMEDIZIN 
DIREKTOR: UNIVERSITÄTSPROFESSOR DR. MED. THOMAS KRAUS 
Standardverfahrensvorschrift 
zur Sammlung von Atemkondensat 
Geräte 
 • ECoScreen, Fa. Jaeger-Toennies, bestehend aus einem Kälteaggregat vom Typ 
Thermo Haake EK 20, Kühlmittelleitungen, Kühlmanschette (enthält Kühlhülse) und 
In/Ex-Ventilblock 
 • Wecker, mechanisch 
 • Haartrockner 
 
Materialien 
 • Lamellenkondensatoren (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 706344)* 
 • Mundstücke (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 892103)* 
 • Krümmer 45°, ID 30 mm (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 852352)* 
 • Nasenklemme (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 892120)* 
 • Probenahmetiegel (als Probensammelkappe bez., Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 
706345) 
 • Verschlußdeckel für Probenahmetiegel (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 845536) 
 • Transport-Kühlbox aus Polystyrol mit 2 Kühlakkus (bis zur Verwendung bei -4°C 
gelagert) 
 • Desinfektions-Sprühflasche (für Ethanol, 70%ig) 
 • Reagenzglasbürste 
 • Papiertücher 
 • Desinfektionswanne 
 • 1 L Meßzylinder 
 • 1 L Polypropylenflasche 
 
* alle nach Desinfektion (s.u.) wieder verwendbar 
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Chemikalien 
 • Ethanol, absolut, vergällt mit Methylethylketon (Apotheke des 
Universitätsklinikums Aachen) 
 • Desinfektionsmittel DESCOGEN, (Fa. Jaeger-Toennies, Art.-Nr. 890008) 
 
Lösungen 
Ethanol, 70 %ig: 300 ml Wasser (bidest.) werden in einem 1 L Meßzylinder 
abgemessen und in eine 1 L Polypropylenflasche überführt. 700 ml Ethanol (abs.) 
werden ebenfalls in einem 1 L Meßzylinder abgemessen und in der Polypropylen- 
flasche mit dem Wasser gemischt. Diese Lösung wird in die Desinfektions- 
sprühflasche eingefüllt. 
Desinfektionslösung: Die DESCOGEN-Desinfektionslösung wird gemäß der 
Vorschrift auf dem Etikett der DESCOGEN-Flasche frisch angesetzt. 
 
Probennahme 
Das Gerät ist 30 Minuten vor Beginn der ersten Sammlung einzuschalten. Während 
des Abkühlvorganges muss die Kühlhülse mit der entsprechenden Verschlußkappe 
verschlossen sein (Verschlußkappe nicht vollständig auf die Kühlhülse schieben, 
sondern nur den ersten Zentimeter).  
Der Proband wird über Zweck und Risiken der Atemkondensatprobenahme 
aufgeklärt und nach Abgabe der Einverständniserklärung in den Ablauf der 
Probennahme eingewiesen. Dabei ist ihm zu erklären, dass er 15 Minuten über die 
Probennahmeeinrichtung eine Ruheatmung durchführen soll. Es ist auf den 
Gebrauch der Nasenklemme hinzuweisen, sowie dass bei Husten- oder Niesreiz 
sowie zum Speichelschlucken das Mundstück verlassen und erst im Anschluss nach 
dem Abhusten, Niesen oder Schlucken die Probennahme fortgeführt werden soll. Ein 
Husten, Niesen oder Speicheln über die Probennahmeapparatur ist unbedingt zu 
vermeiden. Längere Pausen sind dabei zu protokollieren und möglichst durch eine 
Verlängerung der Probennahmedauer zu kompensieren.  
Direkt vor der Probennahme wird der In/Ex-Ventilblock mit dem Krümmer, dem 
Mundstück, dem Lamellenkondensator und dem Probennahmetiegel 
zusammengebaut. Dabei ist zu beachten, dass der Probennahmetiegel zwar dicht 
Anhang   
 
 108
auf den Lamellenkondensator geschraubt wird, aber gleichzeitig das Gewinde nicht 
überdreht wird (Undichtigkeitsgefahr!). 
Die Verschlußkappe wird von der Kühlhülse genommen und mit einem 
alkoholgetränkten Tuch das am Aussenrand der Kühlhülse gebildete Eis abgewischt. 
Danach wird die zusammengebaute Ventil-Kondensator-Einheit in die Kühlhülse 
vollständig (bis zum Anschlag) eingeschoben. Dabei ist zu beachten, dass der 
Speichelfänger nach unten zeigt. 
Es wird dem Probanden bei der ergonomischen Ausrichtung und Stellung der 
Probennahmeapparatur geholfen und es wird darauf geachtet, dass der Proband die 
Nasenklemme richtig aufsetzt und mit dem Mund das Mundstück umschließt. 
Bei Probennahmebeginn wird mit dem Wecker eine Signalzeit von 15 Minuten 
eingestellt. 
Bei Probenahmebeginn und stichprobenartig während der Probennahme wird 
kontrolliert, ob der Proband eine Ruheatmung angenommen hat und fortführt. 
Gegebenenfalls ist der Proband nochmals zu instruieren. 
Nach Beendigung der Messung wird die Ventil-Kondensator-Einheit ggf. mit 
Drehbewegungen aus der Kühlhülse entnommen. Dabei ist darauf zu achten, dass 
der Inhalt des Probennahmetiegels nicht ausfließen kann (Dieser Hinweis ist bis zum 
Verschluss des Probennahmetiegels mit der dazugehörigen Verschlußkappe 
unbedingt zu beachten!). Der Kondensator wird zusammen mit dem 
Probennahmetiegel sofort aus dem In/Ex-Ventil entnommen. Es wird sofort geprüft, 
ob im Kondensator gefrorenes Kondensat vorliegt. Im positiven Fall wird der 
Kondensator mit der Hand umschlossen und bis zu 10 Sekunden die Handwärme auf 
den Kondensator einwirken gelassen und ggf. Eisfragmente und Flüssigkeit 
vorsichtig in den Probennahmetiegel schütteln (z.B. leicht auf die Tischplatte 
klopfen). Danach wird der Probennahmetiegel abgeschraubt und sofort mit einem 
dazugehörigen Verschlußstopfen, der den Probandenidentitätsaufkleber trägt, 
verschlossen. Der verschlossene Probennahmetiegel wird in die Transportkühlbox 
gestellt, ggf. im Kühlschrank kurzzeitig aufbewahrt, und innerhalb von 1 Stunde in 
das Labor transportiert. 
 
Aliquotierung und Lagerung (erfolgt im Labor) 
Im Labor werden ausreichend Eppendorf-Probengefäße (8 - 14) mit der Identität des 
Probanden und dem Probennahmedatum beschriftet. In diese Eppendorf-
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Probengefäße werden je 250 µl des Atemkondensats aliquotiert. Die Proben werden 
unverzüglich im Ultratiefkühlschrank (ca. –78 °C) eingefroren. 
Desinfektion 
Nach jedem Probanden werden Mundstück, Krümmer, Nasenklemme und 
Lamellenkondensator gewechselt. Der innere Teil des In/Ex-Ventilblocks wird mit der 
Desinfektions-Sprühflasche (Ethanol, 70%ig) ausgesprüht, der obere Ausatemkanal 
mit der Reagenzglasbürste (vorher mit Ethanol, 70%ig, besprühen) gereinigt und die 
Desinfektionslösung 10 Minuten einwirken gelassen. Anschließend wird mit einem 
faserfreien Tuch das Innere des In/Ex-Ventilblockes ausgewischt. Sollte der 
Speichelfänger nach der Probennahme bespeichelt sein, wird dieser ebenfalls 
ausgetauscht. 
Soll das In/Ex-Ventil sofort wieder verwendet werden, werden noch vorhandene 
Alkoholdämpfe durch kurzes Anblasen mit dem Haartrockner entfernt. 
Gebrauchte Mundstücke, Krümmer, Nasenklemmen, Lamellenkondensatoren und 
ggf. Speichelfänger werden zunächst in heißes Wasser gelegt und vor Schichtende 
einer DESCOGEN-Des-infektion (SOP DESCOGEN-Desinfektion) unterzogen. 
 
Sicherheitshinweise 
Die Sicherheitshinweise sind der Gebrauchsanweisung für den ECoScreen zu 
entnehmen. 
 
Literatur 
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